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Referat:
Bisher  existiert  keine  nicht-invasive/  nicht-operative  Therapie  der 
Aortenklappenstenose.  Als  wichtiger  Zeitpunkt  für  eine  präventive  Maßnahme,  zur 
Verhinderung der Ausbildung einer hömodynamisch relevanten Aortenklappenstenose, 
kann  das  Stadium  der  Aortenklappensklerose  angesehen  werden.  Dieses  frühe 
Erkrankungsstadium  verfügt  über  zahlreiche  pathophysiologische  Parallelen  zur 
Atherosklerose, für die eine positive Rolle der Prävention durch körperliche Aktivität 
erwiesen ist. 
Ziel dieser Arbeit war die Durchführung der Sekundärprävention der kalzifizierenden 
Aortenklappenerkrankung  durch  körperliches  Training.  Um  mögliche  Effekte  dieser 
Intervention  zu  eruieren,  wurden  LDLR-/--Mäuse  mit  bereits  bestehenden 
pathologischen  Aortenklappenveränderungen  über  einen  Zeitraum  von  16  Wochen 
körperlichem  Training  unterzogen.  Durch  morphologische,  serumanalytische, 
immunhistochemische  und  Genexpressionsanalysen  konnte  abschließend  eine 
Quantifizierung  der  Effekte  körperlichen  Trainings  -  in  der  Zielsetzung  der 
Sekundärprävention - realisiert werden.  
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  LDLR-/- Low-Density-Lipoprotein-  
Rezeptor-defizient
  Lp(a) Lipoprotein(a)
  mg Milligramm
  mg/dl Milligramm pro Deziliter
  mM millimolar
  mmol/l Millimol pro Liter
  m/s Meter pro Sekunde
  n Anzahl
  NG Normalfuttergruppe
  OCT optimal cutting temperature  
compound
  OPG Osteoprotegerin
  OPN Osteopontin
  oxLDL oxidiertes  Low-Density-
Lipoprotein
  PBS phosphatgepufferte 
Salzlösung
  PCR Polymerase-Kettenreaktion
  qRT-PCR quantitative  Real-Time  
Polymerase-Kettenreaktion
  RNA ribonucleic acid
  Runx-2 runt-related  transcription  
factor 2 
  SEM standard error of the mean
  SMA Smooth-Muscle-Actin
  Tab. Tabelle
  TBS Tris-gepufferte Salzlösung
  TNF-α  Tumornekrosefaktor-α 
  TTBS Tris-gepufferte Salzlösung + 
Tween20
  U/min Umdrehungen pro Minute




Die  Aortenklappensklerose  wird  nach  Otto  (2004:  4)  definiert  als  „ungleichmäßige 
Areale  fokaler  Verdickung  der  Aortenklappensegel  ohne  Obstruktion  des 
linksventrikulären Ausflusses“.
Bereits  1904  fertigte  Mönckeberg  eine  umfassende  Arbeit  mit  dem  Thema  der 
Aortenklappensklerose an und dokumentierte folgende Ausführungen: 
Doch soll nicht in Abrede gestellt werden, daß außer diesen mechanischen auch noch andere 
Momente bei der Pathogenese der Klappensklerose zu berücksichtigen sind. So macht z. B. die 
nahe Verwandtschaft zwischen dieser Erkrankung und der senilen Form der Arteriosklerose es 
wahrscheinlich,  daß  auch  für  die  Klappensklerose  eine  entweder  erworbene  oder  ererbte  
individuelle  Disposition  vorhanden  ist,  deren  Mangel  dem  Einzelindividuum  eine  geringere  
Abnutzung seines Gefäßsystems und eine dadurch bedingte längere Lebensdauer zu garantieren 
scheint. (Mönckeberg 1904: 513)
Über einhundert Jahre später, ist zwar die „individuelle Disposition“ in Form einer Reihe 
von  Risikofaktoren  bekannt,  doch  existieren  noch  immer  keine  Möglichkeiten  den 
pathologischen Prozess in den Klappensegeln nachhaltig und prognostisch relevant zu 
verlangsamen, zu stoppen oder umzukehren. 
1. 1 Epidemiologie
Die  Aortenklappensklerose  ist  in  der  Altersgruppe  der  über  65-jährigen  mit  einer 
Prävalenz von 26% (Stewart et al. 1997) ein häufiger pathologischer Befund, der in der 
gleichen Studie (Cardiovascular Health Study) bei über 75-jährigen mit einer Prävalenz 
von 37% angegeben wird. Analog zu der altersabhängigen Zunahme der Prävalenz der 
Aortenklappensklerose konnte eine ansteigende Prävalenz der Aortenklappenstenose 
(>65-jährige: 2%; >75-jährige: 2,6%) registriert werden. 
Das  Vorhandensein  einer  Aortenklappensklerose,  ohne  nachweisbare 
Koronarsklerose,  ist  mit  einem  50%  höherem  Risiko  für  den  Tod  aufgrund 
kardiovaskulärer  Ereignisse  und dem  Auftreten  eines  Myokardinfarktes  verbunden 
(Otto et al. 1999). Diese Ergebnisse überraschen, da die Aortenklappensklerose per 
definitionem  asymptomatisch  ist  und  zu  keiner  Obstruktion  des  linksventrikulären 
Ausflusstraktes führt (Freeman, Otto  2005). 
Nur wenige prospektive Studien betrachten den Verlauf von der Aortenklappensklerose 
zur hämodynamisch relevanten Aortenklappenstenose. In einer Erhebung durch Cosmi 
et  al.  (2002) mit  mehr als 2000 Patienten  mit  echokardiographisch nachgewiesener 
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Aortenklappensklerose konnte ein Progress zum Stadium der Aortenklappenstenose 
(Follow-Up-Time≈7,4  Jahre) bei  16% festgestellt  werden,  wobei  10,5% eine leichte 
(maximale  transvalvuläre  Flussgeschwindigkeit  2-3m/s),  3%  eine  mittelgradige  (3-
4m/s) und 2,5% eine schwere Stenose (>4m/s) entwickelten. 
Die  symptomatische  Aortenklappenstenose  verfügt  im  nicht-operierten,  natürlichen 
Verlauf über eine hohe Letalität. Mit Einsetzen des Symptoms der Dyspnoe verstirbt 
die Hälfte  der Patienten innerhalb von zwei  Jahren (Ramrakha,  Hill  2006:  74).  Die 
übergroße Mehrzahl der Patienten kann heute in den industrialisierten Ländern einer 
invasiven  Therapie  zugeführt  werden.  In  Deutschland  verfügt  der  operative 
Aortenklappenersatz über eine perioperative Sterblichkeit von 3,0% (Gummert et al. 
2010)  und  stellt  die  zweithäufigste  Indikation  für  kardiochirurgische  Eingriffe  dar 
(Roberts,  Ko  2005).  Alternative  invasive  Therapieverfahren  sind  zwar  mit  der 
Aortenvalvuloplastie  und  der  Transkatheter-Aortenklappenimplantation  vorhanden, 
allerdings speziellen Indikationsstellungen vorenthalten.
1. 2 Pathophysiologie
Das  Verständnis  der  pathologischen  Abläufe  valvulärer  Läsionen  konnte  durch 
intensivierte Forschungsarbeit in den letzten Jahren grundlegend erweitert werden. Die 
frühere Annahme eines nicht modifizierbaren, „degenerativen“ Prozesses (Sell, Scully 
1965: 345) wurde durch die nähere Betrachtung der histologischen und biochemischen 
Vorgänge  revidiert.  Vielmehr  konnten  klinische  und  genetische  Risikofaktoren 
identifiziert,  sowie  molekulare  und  zelluläre  Pathways  analysiert  werden.  Die 
gewonnenen Erkenntnisse zeichnen das Bild eines aktiven Krankheitsprozesses, der 
Ähnlichkeiten zur atherosklerotischen Läsion aufweist und durch aktive Kalzifizierung, 
Lipoproteinablagerung und chronische Entzündung gekennzeichnet ist (Freeman, Otto 
2005).  Einen umfassenden Überblick über pathophysiologische Interaktionen,  sowie 
die Kaskade bis zur manifesten Kalzifizierung offeriert Abb. 1.
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Das  Postulat  eines  aktiven,  daher  eventuell  modifizierbaren,  pathobiologischen 
Prozesses stützt sich auf eine Reihe von Erkenntnissen, die nachfolgend dargestellt 
werden sollen.
1. 2. 1 Chronische Entzündung
Bereits  1994  gelang  der  Nachweis  der  Beteiligung  von  Immunzellen,  als  Teil  des 
pathologischen  Prozesses  in  den  Aortenklappensegeln.  Makrophagen  und  T-
Lymphozyten  konnten  durch  Otto  et  al.  (1994)  und  Olsson  et  al.  (1994)  in  den 
valvulären  Läsionen  nachgewiesen  werden.  Makrophagen  sind  nach  Olsson  et  al. 
(1994)  verstärkt  in  räumlicher  Beziehung  zu  kalzifizierten  Arealen  innerhalb  der 
stenotischen  Aortenklappensegel  und  subendothelial  zu  finden.  Monozyten  können 
über Adhäsionsmoleküle, wie E-selectin, ICAM-1 und VCAM-1 (Ghaisas et al. 2000), in 
die Endothelzellschicht eindringen und anschließend zu Makrophagen differenzieren 
(Freeman, Otto 2005). Die proinflammatorischen Zytokine  TNF-α (Kaden et al. 2005) 
und IL-1β (Kaden et al. 2003) sind in stenotischen Aortenklappen verstärkt exprimiert. 
Interleukin-1β,  als  weiteres  proinflammatorisches  Zytokin,  ist  ebenfalls  vermehrt  in 
stenotischen  Aortenklappen  vorhanden  und  reguliert  die  Expression  von  Matrix-
Metalloproteinasen  (Kaden  et  al.  2003),  denen  eine  Rolle  im  pathologischen 
Remodeling der Aortenklappensegel  zugesprochen wird (Freeman, Otto 2005).  Des 
weiteren  sind  Matrix-Metalloproteinasen  im  Rahmen  kardiovaskulärer 
Kalzifizierungprozessen verstärkt exprimiert (Jian et al. 2001).
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Abb. 1: Pathophysiologische Prozesse in den Aortenklappensegeln; entnommen aus  Otto (2008).
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1. 2. 2 Lipoproteininfiltration
Die  Akkumulation  von  Lipoproteinen  stellt  einen  zentralen  Bestandteil  in  der 
Pathogenese  der  kalzifizierenden  Aortenklappenerkrankung  dar.  Oxidiertes  LDL 
(Olsson et al. 1999), Apolipoprotein B, Lipoprotein (a) und  Apolipoprotein E (O'Brien et 
al.  1996)  konnten  vermehrt  in  humanen stenotischen  Aortenklappen  nachgewiesen 
werden. Es wurde ein räumlicher Zusammenhang zwischen den oxidierten Lipiden und 
den Immunzellen etabliert (Olsson et al. 1999).  Nach  Chisholm (1991) sind oxidierte 
Low-Density-Lipoproteine hochgradig zytotoxisch. Lee et al. (2005) weisen darauf hin, 
dass  Lipidablagerungen  besonders  in  der  Fibrosa,  der  subendothelial,  aortenwärts 
gelegenen histologischen Schicht, zu finden sind. Mohler et al. (1999) beobachteten 
eine erhöhte  Bildungsrate  von Kalzifizierungsnuklei  nach der  Inkubation  von  'Valve 
Interstitial Cells' mit 25-Hydroxycholesterol. 
1. 2. 3 Aktive Kalzifizierung
Der  Grad  der  Kalzifizierung  ist  neben  dem  Ausmaß  der  einhergehenden  Fibrose 
wichtigster  Parameter  für  die  Beweglichkeit  der  Aortenklappensegel.  Mit  steigender 
Rigidität wird die Aortenklappenöffnungsfläche verringert und die Erkrankung nimmt an 
Schwere  zu.  Native  Aortenklappen  enthalten  keine  mineralisierten  Bestandteile, 
wohingegen  bereits  im  Stadium  der  Aortenklappensklerose  kalzifizierende 
Nukleationsherde  entstehen,  die  mit  Entzündungszellen  und  Lipoproteinen 
kolokalisiert sind (Freeman, Otto 2005). O'Brien et al. (1995) und Mohler et al. (1997) 
konnten  belegen,  dass  in  die  Aortenklappensegel  eingewanderte  Makrophagen 
Osteopontin freisetzen und eine Korellation zwischen dem Grad der Expression von 
Osteopontin messenger-RNA und dem Ausmaß der Kalzifizierung besteht. Osteopontin 
ist  ein Regulatorprotein der Kalzifizierung im Knochen und in ektopem kalzifizierten 
Gewebe (Mohler et al. 1997).  Bone-morphogenetic-proteins-2 und -4 (BMP-2/-4) sind 
extrazelluläre  Knochenmatrixproteine  und  wurden  durch  Mohler  et  al.  (2001)  in 
humanen stenotischen Aortenklappen nachgewiesen.  Hydroxyapatit ist in kalzifizierten 
Aortenklappensegeln  vorhanden  (Mohler  et  al.  1999)  und  stellt  die 
Kalziumphosphatverbindung  dar,  aus  der  Knochen  besteht.  Im  Endstadium  der 
kalzifizierenden Aortenklappenerkrankung konnte bei 13% der analysierten ersetzten 




1. 2. 4 Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems 
Wie  O’Brien et al. (2002) zeigen konnten, ist  Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE) 
Makrophagen-assoziiert  und  extrazellulär  in  sklerotischen,  sowie  stenotischen 
humanen Aortenklappen vorhanden und enzymatisch aktiv. Die enzymatische Aktivität 
ergibt  sich  aus  der  Kolokalisation  von  Angiotensin-Converting-Enzyme  (ACE)  mit 
dessen  Reaktionsprodukt  Angiotensin-II.  Der  übergroße Anteil  an  ACE befand sich 
extrazellulär und führte zu der Annahme, dass LDL-assoziiert, mit den LDL-Partikeln, 
ACE in das Gewebe der Aortenklappensegel aufgenommen wird, folglich nicht lokal 
produziert  wird.  Der  Angiotensin-II-Rezeptor-Typ-1 wurde  als  weiteres  Element  des 
Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems in stenotischen Aortenklappen dargestellt und 
von Fibroblasten in den pathologischen Läsionen exprimiert (O'Brien 2006).
1. 3 Gemeinsamkeiten der kalzifizierenden 
Aortenklappenerkrankung und der Atherosklerose
Eine Reihe von Parallelen bestehen zwischen der atherosklerotischen Gefäßläsion und 
den  pathologischen  Veränderungen  in  sklerotischen/  stenotischen  Klappensegeln. 
Beide  Erkrankungsprozesse  zeichnen  sich  durch  Ähnlichkeiten  in  den 
pathophysiologischen Prozessen aus. Bereits 1994 konnte Otto et al. darlegen, dass 
die  initialen  pathologischen  Veränderungen  der  Aortenklappensklerose,  wie  bei  der 
Atherosklerose,  eine  Kontinuitätsunterbrechung  der  Basalmembran,  starke 
Lipidablagerung  und  einen  chronischen,  T-Zell-  und  makrophagenvermittelten, 
Immunprozess  beinhalten.  Die  gleiche  Forschergruppe  postulierte  ebenfalls  einen 
Zusammenhang zwischen der beobachteten Affektion der Endothelzellschicht bei der 
Aortenklappensklerose und der Läsion der Endothelzellschicht der Atherosklerose. Im 
Gegensatz zur Atherosklerose konnte eine nur geringfügige Beteiligung von glatten 
Muskelzellen bei der Pathogenese der Aortenklappensklerose festgestellt werden, bei 
der Myofibroblasten und Fibroblasten eine zentrale Rolle einnehmen (Freeman, Otto 
2005).  Soini  et  al.  gelang  2003  der Nachweis von Angioneogenese in pathologisch 
veränderten  Aortenklappensegeln,  wie  sie  ebenfalls  bei  der  Atherosklerose  zu 
beobachten  ist.  Von  Makrophagen produziertes  Osteopontin  konnte  sowohl  in  der 
atherosklerotischen Läsion (Giachelli  et  al.  1993),  als  auch bei  der  kalzifizierenden 
Aortenklappenerkrankung (O'Brien et al. 1995) nachgewiesen werden.
Über  die  pathophysiologischen  Parallelen  hinaus  bestehen  Gemeinsamkeiten  im 
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Risikofaktorenprofil.  Sowohl  bei  der  Koronaratherosklerose,  als  auch  bei  der 
kalzifizierenden  Aortenklappenerkrankung  konnte  eine  Reihe  von  gleichen 
Risikofaktoren  identifiziert  werden.  Zu  diesen  gehören  höheres  Alter,  männliches 
Geschlecht, arterielle Hypertonie, erhöhte Serumkonzentrationen von LDL und Lp(a), 
Rauchen und Diabetes mellitus (Aranow et al. 1987; Boon et al. 1997; Mohler et al. 
1991; Stewart et al. 1997).
Trotz der Gemeinsamkeiten in der Pathophysiologie und dem Risikofaktorenprofil der 
beiden Erkrankungen besteht nur eine sehr eingeschränkte intraindividuelle Kongruenz 
des  Auftretens. Nach Otto und O'Brien (2001) besteht nur bei 50% der Patienten mit 
schwerer  Aortenklappenstenose  eine  signifikante  Koronaratherosklerose  und  die 
meisten Patienten mit Koronaratherosklerose haben keine Aortenklappenaffektion.
1. 3. 1 Risikofaktorenmodifikation bei der Atherosklerose
Bei dem Krankheitsbild der Atherosklerose, das - wie bereits beschrieben - mehrere 
Gemeinsamkeiten mit der kalzifizierenden Aortenklappenerkrankung aufweist, gelang 
es den Krankheitsverlauf durch eine Reihe von Interventionen positiv zu beeinflussen. 
Wie bei Gaziano et al. (2008) beschrieben konnte durch Nikotinabstinenz eine 50%ige 
Risikoreduktion für Koronarereignisse im ersten oder zweiten Jahr nach Beendigung 
des  Rauchens  erzielt  werden.  Die  Therapie  der  Hypercholesterolämie  mit  Statinen 
konnte laut einer 2005 durchgeführten Metaanalyse mit insgesamt 90.056 Patienten 
eine  20%ige  Reduktion  der  5-Jahresinzidenz  für  Schlaganfall, 
Koronarrevaskularisierung  und  Koronarereignis  pro  mmol/l  LDL-
Serumkonzentrationssenkung  erreichen  (Baigent  et  al.  2005).  Zudem  besteht  ein 
linearer Zusammenhang zwischen der Reduktion des arteriellen Blutdruckes und der 
Risikoreduktion für  koronare Ereignisse (Gaziano et  al.  2008).   Wie Gaziano et  al. 
(2008) weiterhin ausführen, kann eine enge Blutzuckerkontrolle bei Diabetes mellitus 
zwar  mikrovaskuläre  Komplikationen  vermindern,  allerdings  scheint  dies  nicht  in 
gleichem Maße für makrovaskuläre Komplikationen zu gelten, sodass die Rolle des 
Insulins  und  der  oralen  Antidiabetika  im  Hinblick  auf  das  Auftreten  von 
makrovaskulären Ereignissen noch unklar ist. Eine multifaktorielle Intervention (HBA1c 
<6,5  mmol/l;  Gesamtcholesterol  <175  mg/dl;  Triglyceride  <150  mg/dl;  Blutdruck 
<130/80mmHg)  bei  Diabetikern  reduzierte  allerdings  das  Auftreten  kardiovaskulärer 
Ereignisse um 50% über einen Follow-Up-Zeitraum von 8 Jahren (Gaede et al. 2003). 
Eine besondere Rolle scheint die Assoziation von Diabetes mellitus Typ 2 mit weiteren 
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kardiovaskulären  Risikofaktoren,  wie  Adipositas,  arterieller  Hypertonie, 
Hypercholesterinämie  und  körperlicher  Inaktivität  zu  spielen.  Nach  Gaziano  et  al. 
(2008)  konnte  noch  keine  abschließende  Aussage  über  den  Grad  der  Assoziation 
zwischen Übergewicht  und der koronaren Herzkrankheit  getroffen werden.  Vielmehr 
scheint  das  Risikopotential  aus  den  mit  Adipositas  assoziierten  koronaren 
Risikofaktoren der arteriellen Hypertonie, Dyslipidämie und Glukoseintoleranz, sowie 
chronischer  systemischer  Entzündung  zu  entstehen.  Körperliche  Inaktivität  zählt 
ebenfalls zu den Risikofaktoren der koronaren Herzkrankheit. Bei Roger et al. (2011) 
wird auf Daten des National Health Interview Survey verwiesen, nach denen >65% der 
erwachsenen  US-Amerikaner  nicht  die  Kriterien3 der  aktuellen  Empfehlung  des 
Centers  for  Disease  Control  and  Prevention  and  the  American  College  of  Sports 
Medicine erfüllen (Pate et al. 1995). Lee et al. (2001) zeigten in einer Analyse von 44 
Publikationen,  dass  ein  Energieverbrauch  durch  körperliche  Aktivität  von  1.000 
kcal/Woche eine 20- bis 30%ige Reduktion des Mortalitätsrisikos bewirkt. 
1. 3. 2 Effekte körperlicher Aktivität auf die Atherosklerose 
Nach  Gaziano  et  al.  (2008)  senkt  körperliche  Aktivität  die  LDL-  und  Triglyzerid-
Serumkonzentrationen, erhöht die HDL-Serumkonzentration, reduziert den arteriellen 
Blutdruck  und  erhöht  die  Insulinsensitivität.  Darüber  hinaus  verbessert  körperliches 
Training  die  Endothelzellfunktion  (Hambrecht  et  al.  2000)  und  reduziert  die  CrP-
Serumkonzentration (Kasapis, Thompson 2005). Regelmäßiges körperliches Training 
erhöht die Anzahl endothelialer Progenitorzellen (EPC) (Sandri et al. 2005) und führt zu 
einer  erhöhten  Stickstoffmonoxid  (NO)-Produktion  und  Verringerung  des  oxidativen 
Stresses  (Adams  et  al.  2005).  Balady  und  Ades  (2008)  vergleichen  den  Effekt 
körperlicher Aktivität auf den Blutdruck mit einer medikamentösen Monotherapie. Sie 
nennen körperliche Aktivität als wichtige Stütze des Bestrebens Gewicht zu verlieren 
und den Gewichtsverlust zu halten. Darüber hinaus zeigt körperliches Training positive 
Effekte und eine Reduktion des Risikos auf eine Reihe weiterer  Erkrankungen, wie 
Apoplex, Kolorektales-Karzinom, Mamma-Karzinom, Arthrose und Osteoporose.
3 Diese Kriterien sind: 30 Minuten leichte bis mittelgradige körperliche Aktivität an mindestens fünf Tagen 




1. 4 Primärprävention der Aortenklappensklerose im Tiermodell  
Matsumoto et al. (2010) gelang es an LDLR-/--Mäusen zu zeigen, dass regelmäßiges 
körperliches Training als Primärprävention der Aortenklappensklerose erfolgreich ist. 
Die Studie bestand aus insgesamt 94 Tieren,  die auf  vier  Versuchsgruppen verteilt 
waren. Dabei wurde die Trainingsgruppe über einen Zeitraum von 16 Wochen ab vier 
Wochen nach der Geburt, an fünf von sieben Tagen der Woche, für 60 Minuten auf 
dem  Laufband  trainiert.  Signifikante  Unterschiede  zwischen  den  trainierten  und 
untrainierten  Tieren  bestanden  bei  der  Aortenklappensegeldicke,  der 
echokardiographisch  ermittelten  systolischen  Aortenklappenspitzengeschwindigkeit, 
der  Intaktheit  der  Endothelzellschicht,  dem  Grad  der  Makrophageninfiltration,  dem 
Grad  der  Klappensegelfibrose  und  den  Kalzifizierungsprozessen  in  den 
Aortenklappensegeln.   Ein  unterschiedliches  Ausmaß  an  oxidativem  Stress  in  den 
Aortenklappensegeln konnte beobachtet werden. Bei nur einmaligem Training über 60 
Minuten pro Woche konnte keine funktionelle oder histomorphologische Beeinflussung 
im Vergleich zu untrainierten Tieren festgestellt werden. Matsumoto et al. (2010) liefern 
folgende Abbildung zur  Veranschaulichung möglicher  Interventionsziele  körperlichen 
Trainings:
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Abb.  2: Pathophysiologische  Grundlagen  und  mögliche  Ziele  der  
Intervention durch körperliche Aktivität; entnommen aus Matsumoto et  
al. (2010).
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Eruierung der Effekte körperlichen Trainings auf 
den Verlauf der Aortenklappensklerose in der Sekundärprävention. 
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1. 5 Fragestellung
Sobald die Aortenklappenstenose in ein symptomatisches Stadium übergeht,  erhöht 
sich die damit einhergehende Morbidität und Letalität dramatisch. Bisher gibt es keine 
etablierten  nicht-invasiven  Therapieverfahren  der  Aortenklappenstenose. 
Medikamentöse Interventionen, beispielsweise mit  Statinen, lieferten in prospektiven 
Studien ernüchternde Ergebnisse (Rossebø et al. 2008; Chan et al. 2010).
Es  besteht  eine  Reihe  von  bereits  geschilderten  Parallelen  zwischen  der 
Atherosklerose  und  der  kalzifizierenden  Aortenklappenerkrankung.  Für  die 
Koronaratherosklerose   konnte  eine  Vielzahl  von  Studien  die  Wirksamkeit  der 
Sekundärprävention  zeigen (Taylor  et  al.  2004)  und somit  die Modifizierbarkeit  des 
Krankheitsprozesses  durch  körperliches  Training  belegen.  Körperliche  Aktivität  hat 
multiple  positive  Effekte  auf  den  gesamten  Organismus  und  im  Speziellen  auf 
Elemente des kardiovaskulären Systems, wie sie in Kap. 1. 3. 2 dargestellt sind. Das 
Spektrum  dieser  Effekte  ist  umfassend  und  beeinflusst  zahlreiche 
Regulationsprozesse. Die Zusammenschau dieser Tatsachen gab gemeinsam mit der 
erfolgreich durchgeführten Primärprävention durch Matsumoto et al. (2010) den Anlass 
zu der Annahme, ebenfalls modulierend in den späteren Krankheitsprozess im Sinne 
einer Sekundärprävention der Aortenklappensklerose eingreifen zu können. Als Mittel 
der  Sekundärprävention  sollte  körperliches  Training  dienen,  da  die  geschilderten 
positiven Effekte körperlicher Aktivität eine ähnlich weitreichende Variationsbreite, wie 
die  pleiotropen  Effekte  der  Substanzklasse  der  Statine  aufweisen  und  es  folglich 
gelingen  könnte,  modifizierend  in  mehrere  Teilprozesse  der  Pathogenese  der 
kalzifizierenden Aortenklappenerkrankung einzugreifen. 
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2 Materialien und Methoden
2. 1 Materialien
2. 1. 1 Allgemeine Chemikalien und Lösungsmittel
BSA Albumin Fraktion V Carl Roth, Karlsruhe
Entelan Carl Roth, Karlsruhe
Ethanol Carl Roth, Karlsruhe
Formaldehyd Carl Roth, Karlsruhe
HCl Carl Roth, Karlsruhe
Kodan Tinktur forte Schülke & Mayr, Norderstedt
OCT Compound Sakura, Niederlande
MgCl2 Invitrogen, Darmstadt
Tween 20 Carl Roth, Karlsruhe
Xylol Carl Roth, Karlsruhe
2. 1. 2 Versuchstiere
Alle  Versuche  wurden  an  4  bis  36  Wochen  alten  LDLR-/--Mäusen  des  Stammes 
C57BL/6  durchgeführt.  Diese  wurden  von  Prof.  Teupser  (Institut  für 
Laboratoriumsmedizin,  Klinische  Chemie  und  Molekulare  Diagnostik,  Universität 
Leipzig) freundlicherweise zur Verfügung gestellt und bezogen.
2. 1. 3 Trainingsgerät
Zur  Anwendung  kam  ein  Eigenbau  der  Norwegian  University  of  Science  and 




2. 1. 4 Versuchstierfutter
Normalfutter MEZ, Leipzig
0,15%-Cholesterol-Nahrung (Western Typ Diät) Altromin, Lage
2. 1. 5 Echokardiographie
Ultraschalleinheit Sonos 5500 Agilent, Böblingen
Sonogel Sonogel Vertriebs-GmbH, Camberg
2. 1. 6 Operationsinstrumente
Aesculap FM 2 Pinzette B. Braun, Melsungen
Aesculap FM 10 Schere B. Braun, Melsungen
Aesculap 0C022-R Pinzette B. Braun, Melsungen
Irisschere BC 060R B. Braun, Melsungen
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Abb. 3: Verwendetes Laufband für das 16-wöchige körperliche Training der Versuchstiere.
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2. 1. 7 Pharmaka
Heparin- Na 25000 IE Ratiopharm, Ulm
Ketaminhydrochlorid Serumwerk Bernburg, Bernburg
Midazolamhydrochlorid Ratiopharm, Ulm
Xylazinhydrochlorid Bayer HealthCare, Leverkusen
2. 1. 8 Färbungen
Antibody Diluent DAKO, Hamburg
CSA-II-Kit DAKO, Hamburg
DAB Cromogen DAKO, Hamburg
DHE 25mg Invitrogen, Darmstadt
Eosin G Merck, Darmstadt
Hämalaun nach Mayer Merck, Darmstadt
2. 1. 9 Antikörper
Anti-Flourescein-HRP DAKO, Hamburg
Anti-Mouse Ig-HRP DAKO, Hamburg
CSA-II Rabbit Link (Goat Anti-Rabbit-HRP) DAKO, Hamburg
Goat Anti- Rat IgG- HRP Santa Cruz Biotechnology, USA
Monoclonal Anti-Actin, α-Smooth Muscle, 1A4 Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Rabbit Polyclonal Anti-Alkaline Phosphatase Abcam, UK
Rabbit Polyclonal Anti-Angiotensin-II- Santa  Cruz  Biotechnology,  USA 
Receptor-Type-1
Rabbit Polyclonal Anti-Mouse NOS-3 Antibody Santa Cruz Biotechnology, USA
Rabbit Polyclonal Anti-Osteopontin Acris Antibodies, Herford
Rabbit Polyclonal Anti-Osteoprotegerin Abbiotec, USA
Rabbit Polyclonal Anti-HOCl-ox-LDL Calbiochem, Darmstadt
Rat Monoclonal Antibody Against Mouse Mac3 BD Biosciences, USA
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2. 1. 10 RNA-/ DNA-Methoden
dNTP Carl Roth, Karlsruhe
LightCycler Kapillaren Roche, Grenzach-Wyhlen
HPLC-Wasser Carl Roth, Karlsruhe
nicht-acetyliertes BSA Sigma, Deisenhofen
Primer-Mix TIB MOLBIOL, Berlin
Random Hexamers Invitrogen, Darmstadt
RNeasy Mini Kit Quiagen, Hilden
Sensiscript RT Kit Quiagen, Hilden
Sybr-Gold Invitrogen, Darmstadt
Taq Polymerase Platinum Taq Invitrogen, Darmstadt
2. 1. 11 Sonstige Labormaterialien und -geräte
Axioplan-2 Fluoreszenzmikroskop Carl Zeiss, Oberkochen
Axiovert 25 Mikroskop Carl Zeiss, Oberkochen
Autoklav Varioklav Dampfsterilisator H+P Labortechnik München
BD Plastipak 1ml Spritzen BD, USA
BD 30G Eclipse Injektionsnadel BD, USA
BioRad iQ5 Multicolor Real-Time PCR DS Bio-Rad Laboratories, USA
Einbettautomat Tissue-Tek VIP Sakura, Niederlande
Kühlplatte COP 30 Medite, Burgdorf 
Lambda Scan 200 Spektrometer MWG- Biotech, Ebersberg 
Light-Cycler Roche Diagnostics Inc., Mannheim
Microm HM 500 OM MICROM International, Walldorf
Microm Mikrotom MICROM International, Walldorf
Microtome Knives Low Profile C.L. Sturkey Inc., USA
Menzel-Gläser Superfrost Plus Menzel-Gläser, Braunschweig
VWR- Hotplate/ Stirrer VWR, USA
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2. 1. 12 Soft- und Hardware
Analysis 3.0 Olympus  Soft  Imaging  Solutions,  
Münster
Adobe Photoshop Elements 7.0 Adobe, USA
Axio Vision Vs 40V 4.6.3.0 Carl Zeiss, Jena
GraphPad InStat version 3.01 for Windows GraphPad Software, USA
GraphPad Prism version 3.00 for Windows GraphPad Software, USA





2. 2. 1 Studiendesign
Zur Beantwortung der in Kap. 1. 5 definierten Fragestellung wurde das im Folgenden 
erläuterte Studiendesign gewählt.
Nach initialer vierwöchiger Normalfutterdiät wurden alle Versuchstiere (LDLR-/--Mäuse) 
über 16 Wochen mit 0,15%-Cholesterol-Nahrung gefüttert. Zum Zeitpunkt '20 Wochen' 
erfolgte  eine  Gewichtsermittlung  und  eine  echokardiographische  Untersuchung. 
Während  der  folgenden  16  Wochen  bis  zum  Zeitpunkt  '36  Wochen'  erhielt  die 
Kontrollgruppe  (CG)  weiterhin  0,15%-Cholesterol-Nahrung.  Die  der  Trainingsgruppe 
zugeordneten Mäuse wurden ebenfalls durchgehend mit 0,15%-Cholesterol-Nahrung 
versorgt, allerdings erfolgte  in der Trainingsgruppe zusätzlich die Durchführung der in 
Kap.  2.  2.  4  geschilderten  Einheiten  körperlichen  Trainings.  Die  Tiere  der 
Normalfuttergruppe  erhielten  zum  Interventionszeitpunkt  von  '20  Wochen'  eine 
Umstellung der Ernährung auf Normalfutterdiät.  Zum Endzeitpunkt von '36 Wochen' 
wurde erneut eine Gewichtsmessung, sowie die abschließende echokardiographische 
Flussgeschwindigkeitsbestimmung  durchgeführt.  Danach  mussten  die  Versuchstiere 
für  die  Extraktion  und  anschließende  histologische  Aufarbeitung  der  Aortenklappen 
euthanasiert werden.
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Abb.  4:  Studiendesign  der  Gruppen  CG  (Kontrollgruppe),  EG  (Trainingsgruppe)  und  NG 
(Normalfuttergruppe) zum Nachweis von Effekten körperlichen Trainings auf den weiteren Verlauf einer  
bereits induzierten Aortenklappensklerose.
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2. 2. 2 Mausmodell
Für  die vorliegende Arbeit  wurden Tierexperimente an der  Maus entsprechend den 
Vorschriften  der  Tierschutzverordnung  durchgeführt. Der  Tierversuchsantrag  (TVV 
40/08)  ist  von der  Landesdirektion Leipzig  des Freistaates Sachsen genehmigt.  Es 
wurden ausschließlich LDLR-/- -Tiere auf dem Hintergrund von C57BL/6 verwendet. 
2. 2. 3 Haltung der Versuchstiere
Die Tiere wurden getrennt nach Geschlecht und Wurf mit ausreichender Belüftung auf 
Holzspan-Einstreu gehalten. Wasser und Futter standen ihnen 24 Stunden pro Tag zur 
Verfügung.  Ein zwölfstündiger  Tag-Nacht-Rhythmus wurde simuliert.  Die Temperatur 
lag konstant bei 22 °C und eine Luftfeuchtigkeit von 50% war gegeben.
2. 2. 4 Trainingsmodalitäten
Über einen Zeitraum von 16 Wochen wurde jedes Tier der Trainingsgruppe (EG) an 
fünf von sieben Tagen der Woche einem 60-minütigem Lauftraining unterzogen. Die 
Mäuse  wurden  vorsichtig  an  das  Training  gewöhnt.  Die  Geschwindigkeit  des 
motorisierten Laufbandes lag bei 17 m/min und das Laufband hatte eine Steigung von 
5°  gegen  die  Horizontale.  Eine  zweiminütige  Pause  nach  jeweils  15-minütigen 
Trainingsblöcken war Teil des Trainingsprogrammes.  Es erfolgte eine Dokumentation 
der  Trainingszeiten. Das  in  dieser  Arbeit  zur  Anwendung  gekommene 
Trainingsprotokoll  orientiert  sich  an  dem  von  Pynn  et  al.  (2004)  beschriebenen 
Protokoll.
2. 2. 5 Gewichtsmessung
Die Bestimmung des Gewichtes der Versuchstiere erfolgte erstmalig in einem Alter von 
20 Wochen und ein zweites Mal im Alter von 36 Wochen. Die Tiere wurden auf einer 
handelsüblichen Laborwaage gewogen und die ermittelten Gewichte dokumentiert.
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2. 2. 6 Echokardiographische Flussgeschwindigkeitsmessung
Ziel  der  echokardiographischen  Untersuchung  war  die  Bestimmung  der 
Spitzengeschwindigkeit  des Blutflusses durch die  Aortenklappe.  Die  erste  Messung 
erfolgte im Alter von 20 Wochen, die zweite im Alter von 36 Wochen. 
Die  im  Folgenden  genannten  theoretischen  Grundlagen  der  angewandten  Technik 
liefert  Connolly und Oh (2008):  Zur  Bestimmung der Flussgeschwindigkeit  wird der 
Dopplereffekt genutzt. Ein Ultraschallimpuls bekannter Frequenz (fo) wird auf das Herz 
übertragen und an den Erythrozyten des Blutstroms reflektiert. Abhängig davon, ob die 
roten  Blutzellen  sich  in  die  Richtung  der  Ultraschallsonde  bewegen oder  sich  von 
dieser entfernen, kommt es zu einer Erhöhung oder Erniedrigung der Frequenz der 
reflektierten  Ultraschallwellen  (fr).  Die  Frequenz  fr  wird  gemessen.  Die  Differenz 




 wird diese Differenz in Beziehung zur Frequenz des 
ausgesendeten Ultraschallimpulses (fo), der Geschwindigkeit des bewegten Objektes 
(v), dem Winkel zwischen Ultraschallimpuls und Richtung des bewegtes Objektes und 
der Schallgeschwindigkeit  (c)  gesetzt.  Unter der Annahme, dass der Winkel  θ = 0° 
beträgt ist cos θ = 1, allerdings wird bei größerem Winkel der Kosinus des Winkels 
zunehmend  kleiner,  was  zu  falsch  niedrigen  Messwerten  führt.  Bei  cos(0°)=1  gilt 
folgende Beziehung: V= Δf⋅c
2⋅f o
. Die Schallgeschwindigkeit im Medium Blut beträgt 
1540 m/s. Alle Messungen wurden im Modus 'Continuous Wave' durchgeführt. Ziel war 
die Ermittlung der systolischen Spitzengeschwindigkeit über der Aortenklappe.   
Die  Versuchstiere  wurden  mit  0,15mg  Midazolam  intraperitoneal  sediert  und  mit 
Pflaster - auf dem Rücken liegend - an den vier Extremitäten an der Unterlage fixiert. 
Zum  besseren  Kontakt  war  es  notwendig  den  Mäusen  pektoral  Haare  mittels 
Einwegrasierer  zu  entfernen.  Anschließend  wurde  angewärmtes  Ultraschallgel 
aufgetragen. Die Messung erfolgte mit einer 12-MHz-Phased-Array-Sonde.
Für  die  spätere  statistische  Erfassung  und  Analyse  wurden  nur  Messwerte 
aufgenommen, die bei der Messung zum Zeitpunkt '20 Wochen' mindestens 1,00m/s 
als systolische Aortenklappenspitzengeschwindigkeit aufwiesen. Ziel dieser Maßnahme 
war  es,  Tiere,  die  als  Non-Responder  imponierten,  von  den  weiteren  statistischen 
Analysen auszuschließen. Als zweites Einschlusskriterium für die statistische Erhebung 
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wurde  ein  Anstieg  der  systolische  Aortenklappenspitzengeschwindigkeit  bis  zum 
Zeitpunkt von '36 Wochen' eingeführt.
2. 2. 7 Euthanasie, Herzextraktion 
Am Folgetag der Echokardiographie wurden die Tiere mittels 5mg Ketaminhydrochlorid 
und  0,25mg  Xylazinhydrochlorid intraperitoneal  narkotisiert.  Zehn  Minuten  nach 
Applikation der Narkotika erfolgte ein Reaktionstest auf externe Stimuli. Danach wurde 
die  Maus  mittels  Pflaster,  auf  dem  Rücken  liegend,  an  den  Extremitäten  fixiert. 
Anschließend wurde das ventrale Fell mit Octenisept befeuchtet und glattgestrichen. 
Ein  medianer  Hautschnitt  vom Unterleib  bis  oberhalb  des Mediastinums wurde mit 
einer Schere durchgeführt. Die lateralen Schnittränder mussten zur besseren Einsicht 
zu beiden Seiten mittels zweier Pinzetten auseinander gezogen werden. Alle weiteren 
Schritte  erfolgten  unter  dem  Operationsmikroskop.  Eine  mediane  Inzision  der 
abdominellen  Muskeln  und  des  Peritoneums,  gefolgt  von  einer  medianen 
Thorakotomie mittels kleiner Schere, führten zur Eröffnung des Thorax mit Exposition 
des Mediastinums, Perikards und der beiden Lungenflügel. Der folgende Schritt,  die 
linksventrikuläre,  apikale  Applikation  von  Heparin  (25IE/0,05ml)  musste 
schnellstmöglich  erfolgen  um  einer  einsetzenden  Koagulation  vorzubeugen.  Diese 
würde die Qualität der nachfolgend erstellten histologischen Schnitte beeinträchtigen. 
Eine Inzision des rechten Vorhofes wurde mit dem Ziel der Gewinnung von venösem 
Blut  durchgeführt.  Mittels  1ml-Spritze  konnte  im dorsalen  Recessus 
costodiaphragmaticus zwischen 300μl und 400μl Blut gewonnen werden. Im Anschluss 
erfolgte die apikale, linksventrikuläre Injektion von 3 x 1ml PBS (137mM NaCl, 2,7mM 
KCl, 8,1 mM Na2HPO4, 1,76mM KH2PO4; pH 7,4) zum Befreien des Klappenapparates 
von  Blut.  Nach  Entfernung  von  mediastinalem Fett  und  Thymusanteilen  wurde  die 
Aorta  ascendens  identifiziert.  Zur  eindeutigen  Bestimmung  des  Gefäßes  war  es 
teilweise  notwendig  die  Abgänge,  insbesondere  die  Arteria  carotis  communis 
aufzusuchen. Nach erfolgreicher Identifikation der Aorta ascendens und dem Wissen, 
dass  die  Klappenebene  zwischen  Atriae  und  den  Ventrikeln  gelegen  ist,  war  es 
notwendig einen möglichst klappenebenenparallelen, äußerst proximalen Schnitt durch 
die  Aorta  durchzuführen.  Diese  wünschenswerte  Nähe  zum  Aortenklappenannulus 
ergibt sich aus dem Ziel, bei den späteren Verarbeitungsschritten unter dem Mikroskop 
einen freien Blick auf die Aortenklappensegel zu erlangen. Dies ist notwendig, um über 
den  gesamten  Prozess  die  Parallelität  zur  Klappenebene  zu  gewährleisten  und 
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abschließend die  drei  Klappensegel  im  richtigen  Winkel  unter  Wahrung  der  Ebene 
darstellen zu können. 
Die Arteria pulmonalis, die Pulmonalvenen, das Perikard und alle anderen adhärenten 
Strukturen wurden durch geeignete Schnitte vom Herz entfernt und das Mäuseherz 
aus  dem  Thorax  entnommen.  Die  Weiterverarbeitung  geschah  in  einer  mit  PBS 
gefüllten Petrischale unter dem Operationsmikroskop. Die nochmalige Spülung mit 1ml 
PBS, injiziert in den Apex des linken Ventrikels, diente der Entfernung von Blutresten. 
Abhängig von der Verwendungsabsicht wurden die Herzproben anschließend entweder 
für die Paraffinschnitte 24 Stunden in je 1ml 4Vol.-%-Formalin konserviert oder für die 
Gefrierschnitte vorbereitet. Die Proben, die für diese Kryoschnitte vorgesehen waren, 
wurden in einer trockenen Petrischale unter dem Operationsmikroskop, mit 24-facher 
Vergrößerung  zur  Schnittplanung  betrachtet.  Die  Darstellung  unter  dem  Mikroskop 
diente primär der Feststellung der Lage der Klappenebene und der Lage der Klappe in 
Relation zu anderen kardialen Strukturen. Dies war notwendig, da der zu erfolgende 
quere Schnitt durch den Ventrikel möglichst klappenebenenparallel und in der Weise 
erfolgen sollte, dass bei späterer Betrachtung von oben eine Lage der Aortenklappe 
exakt  in  der  Mitte  des  Präparates  erzielt  werden  konnte.  Der  mit  dem  Skalpell 
durchgeführte  Querschnitt  durch  die  Ventrikel  sollte  zudem  das  gesamte  Präparat 
mittig - daher im Verhältnis eins zu eins - teilen. Die Hälfte mit der Aortenklappe wurde 
auf Zellstoff trocken getupft. Eine durchsichtige Einbettwanne aus Kunststoff wurde mit 
OCT gefüllt und mit der Tiernummer beschriftet. Anschließend wurde die Herzhälfte mit 
einer Pinzette in  das OCT- Medium eingebracht  und gänzlich unter die Oberfläche 
bewegt.  Unter  Mikroskopkontrolle  erfolgte  der  Versuch,  vorhandene Lufteinschlüsse 
innerhalb der kardialen Kavitäten mit der Pinzette durch rasches Zusammendrücken 
des  Herzens  aus  diesen  zu  entfernen.  Nachdem  die  Lufteinschlüsse  nach  außen 
getreten waren, wurde es möglich, diese aus dem OCT zu eliminieren. Die Herzhälfte 
musste mittig im OCT eingestellt,  mit Aortenklappe nach oben und wiederum in der 
Mitte des Präparates liegend, ausgerichtet werden. Die folgende rasche Abkühlung des 
eingebetteten  Präparates  geschah  mit  flüssigem  Stickstoff.  Dabei  wurde  die 
Kunststoffwanne mit einer großen Pinzette an den Rändern gehalten. Der Abstand zum 
Stickstoff  sollte  etwa  einen  Millimeter  betragen.  Ein  Farbumschlag  des  OCT  von 
durchsichtig  auf  ein  intransparentes  weiß  war  als  Beleg  für  die  ausreichende 




2. 2. 8 Serumgewinnung
Die primäre Blutprobengewinnung erfolgte wie in Kap. 2. 2. 7 beschrieben. In der Folge 
wurden die Proben bei 5000 U/min für zehn Minuten zentrifugiert. Mittels Kanüle und 
1ml-Spritze  konnte  das  Serum  gewonnen  werden.  Die  Konservierung  erfolgte 
kurzfristig - für zehn Minuten - in flüssigem Stickstoff und dauerhaft bei minus 80 °C im 
Gefrierschrank.
2. 2. 9 Herzgewichtsbestimmung
Die Dokumentation des Gewichtes der Herzen erfolgte nach der Extraktion und vor der 
in Kap.  2.  2.  7  beschriebenen  Weiterverarbeitung.  Vorsichtiges  Trockentupfen  auf 
Zellstoff ermöglichte die Entfernung von Flüssigkeit, da nur das kardiale Gewebe in die 
Gewichtsmessung  eingehen  sollte.  Mit  einer  Mikrowaage  konnte  das  Gewicht  der 
Herzen bestimmt werden.
2. 2. 10 Histologische Schnitte
Für  die  exakte  Quantifizierung  der  Aortenklappensegelparameter  war  es  notwendig 
Paraffinschnitte anzufertigen. Sowohl die Hämatoxylin-Eosin-gefärbten Präparate, als 
auch die immunhistochemischen Färbungen hatten diese zur Voraussetzung. Die qRT-
PCR und die DHE (Dihydroethidium)-Färbung hatten Gefrierschnitte zur Grundlage. 
2. 2. 10. 1 Paraffinschnitte
Nach der in Kap. 2. 2. 7 geschilderten 24-stündigen Konservierung der Mäuseherzen in 
1ml  4Vol.-%-Formalin  wurden  sie  unter  dem  Operationsmikroskop 
klappenebenenparallel so platziert, dass die Aortenklappe bei der Aufsicht von oben 
exakt in der Mitte lag und mit dem Skalpell  geschnitten werden konnte. Der Schnitt 
sollte in Höhe der Hälfte der Längsachse der Herzen erfolgen. Die genaue Einhaltung 
dieser Vorgabe war sehr wichtig, da jede Abweichung zu einer Beeinträchtigung des 
Endergebnisses hätte führen können. Zur Veranschaulichung dient Abb. 5. 
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Eine  Abweichung  des  Schnittwinkels  von  der  Aortenklappenebene  führt  zu  falsch 
hohen  und  falsch  niedrigen  Messwerten  bei  der  späteren  Bestimmung  der 
Klappensegeldurchmesser. Nach erfolgreichem Querschnitt  wurde die Hälfte mit der 
Aortenklappe  in  eine  Einbettkasette  aus  Kunststoff  gelegt,  diese  beschriftet  und  in 
50Vol.-%-Isopropanol  transferiert.  Die  Dehydrierungs-  und  Paraffinierungsschritte 
führte ein Einbettautomat  (Tissue-Tek VIP,  Sakura) über  Nacht  durch.  Am Folgetag 
wurden die Proben aus dem Automaten entnommen und in eine beheizbare Wanne 
gelegt. Diese ist zuvor mit Paraffin zu befüllen und auf 60 °C aufzuheizen. Eine kleine 
Ausgießform wurde mit flüssigem Paraffin gefüllt, um dann möglichst rasch die Probe 
in Ausrichtung mit der Aortenklappe nach unten unter Zuhilfenahme einer Pinzette in 
das  flüssige  Paraffin  zu  legen.  Unmittelbar  danach  musste  unter  dem 
Operationsmikroskop die  korrekte  Lage  überprüft  werden.  Die  Parallelität  der 
ventrikulären Probenschnittfläche zur Paraffinoberfläche diente als Gütekriterium und 
unterstreicht  die Wichtigkeit  der  weiter  oben geschilderten exakten Ausführung des 
Querschnittes durch die Ventrikel. In der Folge wurde die Unterseite der Einbettkasette 
auf  die  Probe  in  der  Ausgießfrom übertragen  und  nochmals  flüssiges  Paraffin  zur 
optimalen Verbindung auf die Einbettkasette geschüttet. Eine rasche Kühlung auf einer 
Kühlplatte bei -14°C führte über einen Zeitraum von zehn Minuten zum vollständigen 
Erstarren  des  Paraffins.  Anschließend  wurden  die  paraffinierten  Proben  aus  der 
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Abb.  5: Skizzen Herz: Veranschaulichung der korrekten Schnittführung; RA: Rechter Vorhof, LA: Linker  
Vorhof, RV: Rechter Ventrikel, LV: Linker Ventrikel. links: schematische Darstellung eines Längsschnittes  
des Herzens. Zur räumlichen Anordnung der geplanten Schnittführung ist ein Verhältnis analog zu den in  
der Zeichnung gezeigten Teilstrecken einzuhalten. rechts: In der Aufsicht auf die entnommenen Herzen  
sollte  ein  später  zu  erstellender  Querschnitt  so  angefertigt  werden,  dass  die  in  der  Zeichnung 
dargestellten Streckenverhältnisse gelten.
Materialien und Methoden
Ausgießform herausgelöst und von überschüssigem Paraffin an den Rändern mittels 
eines  Skalpells  befreit.  Danach  erfolgte  der  Schnitt  der  Proben  mit  Hilfe  eines 
Mikrotoms mit  7μm.  Die  vorsichtige  Übertragung  auf  eine  mit  destilliertem Wasser 
gefüllte,  auf  55°C  aufgeheizte  Wanne  ermöglichte  eine  Separation  der  einzelnen 
Schnitte  mit  Hilfe  zweier  Pinsel.  Anschließend  erfolgte  die  Übertragung  auf 
Objektträger  durch  vorsichtiges  Abheben  durch  den  Objektträger  und  die  genaue 
Kontrolle  unter  dem  Operationsmikroskop,  da  die  Darstellung  von  drei 
Aortenklappensegeln pro Schnitt als Ziel definiert war. Nach der Beschriftung wurden 
die  Objektträger  in  Objektträgerständer  übertragen  und  über  Nacht  in  einen 
Wärmeschrank gestellt, der bei einer Temperatur von 60°C  überschüssiges Paraffin 
entfernte.  Am  nächsten  Tag  konnten  die  Proben  entnommen  werden.  Sie  waren 
abschließend dauerhaft lagerungsfähig. 
2. 2. 10. 2 Gefrierschnitte
Eine Weiterverarbeitung der in OCT eingefrorenen Mäuseherzen, wie sie analog zu 
Kap. 2. 2. 7 hergestellt wurden, erfolgte an einem Kryomikrotom. Die Proben mussten 
initial an die Innentemperatur des Kryomikrotoms von -20°C angepasst werden. Ein 
Zuschnitt bei tieferen Temperaturen führt zu mangelhaften Ergebnissen, da die Proben 
noch zu spröde sind.  In der  Folge wurden die Proben auf  einen später  fixierbaren 
Probenhalter mit OCT befestigt. Für die Befestigung war es notwendig, einen Tropfen 
OCT  auf  den  Probenhalter  zu  geben  und  die  Probe  aus  der  Einbettwanne  zu 
entnehmen. Die Probe wurde mit der Aortenklappe nach oben auf den Probenhalter 
aufgebracht und sofort wieder in die auf -20°C gekühlte Umgebung gebracht, um eine 
rasche Adhäsion zu ermöglichen. Über den gesamten folgenden Schneideprozess war 
es unumgänglich  nach jedem Schnitt  eine Kontrolle  unter  dem Mikroskop bei 100-
facher  Vergrößerung  durchzuführen,  um  frühzeitig  die  ersten 
Aortenklappensegelanteile zu erkennen. Die gewählte Schnittdicke lag bei 30μm. Ziel 
war die Darstellung von drei intakten Aortenklappensegeln. Die Schnitte wurden unter 
dem Mikroskop betrachtet, um daraufhin Skizzen der Aortenklappenöffnungsfläche mit 
Darstellung  der  Anzahl  und  Intaktheit  der  Segel  anzufertigen.  Dies  diente  dem 
Überblick über die Beschaffenheit der Gefrierschnitte, da nur noch ein abschließendes 
Auftauen  erfolgen  sollte,  um  einen  möglichst  hohen  Grad  der  Konservierung  zu 
erreichen. Die Proben wurden bei -80°C gelagert.
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2. 2. 11  Färbungen
2. 2. 11. 1 Hämatoxylin-Eosin-Färbung
Hämatoxylin ist ein Produkt des Campechebaumes und färbt, zu Hämalaun aufbereitet, 
basophile Strukturen blau an (vgl. Mulisch, Welsch 2010: 199f.). Das positiv geladene 
Hämalaun  bindet  die  negativ  geladenen  Phosphatgruppen  der  DNS des  Zellkerns. 
Eosin  ist  ein  saurer  Cytoplasmafarbstoff  und  färbt  die  positiv  geladenen 
Cytoplasmaproteine (vgl. Mulisch, Welsch 2010: 214). Eosinophile Strukturen werden 
rot gefärbt (vgl. Heitz et al. 2004: 16). 
Für das durchgeführte Färbeprotokoll wurden die Proben drei mal 10 Minuten in drei 
separaten  Xylollösungen  deparaffiniert  und  anschließend  in  einer  Ethanolreihe 
absteigender Konzentration (100Vol.-%, 95Vol.-%, 70Vol.-% und 50Vol.-%) jeweils 7 
Minuten gelagert. Danach wurden sie für 2 Minuten in destilliertes Wasser gegeben. 
Anschließend  erfolgte  das  Einwirken  von  Hämalaun  (nach  Mayer)  und  von 
Leitungswasser für jeweils 10 Minuten. In der Folge war es notwendig die Proben kurz 
in 0,1%iges HCL zu geben. Danach wurden sie für 5 Minuten in 0,25%iges wässriges 
Eosin  G  gegeben,  gefolgt  von  einer  raschen  Sequenz  des  kurzen  Spülens  in 
destilliertem Wasser  und  einer  Ethanolreihe  aufsteigender  Konzentration  (70Vol.-%, 
95Vol.-%,  100Vol.-%).  Abschließend wurden die  Proben drei  mal  3 Minuten in  drei 
separate Xylollösungen gegeben und mit Entelan eingedeckt.
2. 2. 11. 2 Immunhistochemische Färbungen
Zur  differenzierteren  Analyse  der  pathologischen  Prozesse  und  der  zellulären 
Zusammensetzung  der  Aortenklappensegel  wurden  verschiedene  Strukturen,  unter 
Nutzung der Technik der Immunhistochemie, spezifisch angefärbt. Grundlagen dieser 
Technik sind bei Noll und Schaub-Kuhnen (2000) dargestellt. Im Speziellen basiert die 
in  dieser  Arbeit  verwendete  Reaktionsfolge  auf  folgenden  Schritten:  Als  primärer 
Antikörper  dient  ein  gegen  das  nachzuweisende  Antigen  gerichteter  Maus-  oder 
Kaninchen-Antikörper.  Ein  gegen  diesen  gerichteter  sekundärer  Anti-Maus  oder 
-Kaninchen-Antikörper ist mit einer Peroxidase konjugiert. Die Peroxidase katalysiert 
die Oxidation von Flourescyl-Tyramid. Das Reaktionsprodukt präzipitiert und ist dann 
lokal  als  gebundenes  Flourescein  vorhanden.  Ein  tertiärer  mit  einer  Peroxidase 
konjugierter Anti-Flourescein-Antikörper bindet das Flourescein. Dieser Schritt dient der 
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Amplifikation des Signals. Das Vorhandensein der Peroxidase wird mit DAB angezeigt 
(vgl. Produktspezifikationen CSA-II-Kit, DAKO).   
Das durch die Herstellerfirma des CSA-II-Kits (DAKO) vorgegebene Protokoll wird im 
Folgenden vorgestellt:  Die Deparaffinierung der Proben erfolgte in drei Gefäßen mit 
Xylol  für  jeweils  10  Minuten.  Danach  wurden  die  Proben  in  einer  Ethanolreihe 
absteigender Konzentration (100Vol.-%, 95Vol.-%, 70Vol.-% und 50Vol.-%) jeweils 10 
Minuten rehydriert und für 2 Minuten in destilliertem Wasser aufbewahrt. Die Proben 
wurden  anschließend  in  135ml  der  Zielkonzentration  der  Target  Retrieval  Solution 
übertragen und in einer mit Autoklavierband fest umschlossenen Autoklavierbox für 20 
Minuten  bei  einem  Flüssigkeitsautoklavierprogramm  gekocht  um  eine 
Hitzedemaskierung  der  Antigene  zu  erzielen.  Danach  wurden  die  Proben  in  der 
geöffneten  Autoklavierbox  20  Minuten  in  Eis  gestellt  um  die  Abkühlung  zu 
beschleunigen.  Anschließend  erfolgten  zwei  Waschschritte  mit  TBS  (50mM  Tris, 
150mM  NaCl;  pH  7,6)  und  eine  fünfminütige  Lagerung  in  TBS.  Die  Objektträger 
wurden  vorsichtig  auf  Zellstoff  abgeschüttelt  und  die  Proben  mit  Zellstoff  einzeln 
umfahren.  Dies  sollte  überschüssige  Flüssigkeit  entfernen,  die  das  Färbeergebnis 
beeinträchtigen könnte.  Nachfolgend wurden die  Proben  mit  jeweils  einem Tropfen 
Peroxidase Block für 5 Minuten behandelt und danach in TTBS (50mM Tris, 150mM 
NaCl, 0,05% Tween20; pH 7,6) gespült und in ein TTBS-Bad gegeben. Im nächsten 
Schritt  war  es  notwendig,  das  Abschütteln  und das Umfahren mit  Zellstoff,  wie  es 
weiter oben geschildert wurde, zu wiederholen. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit soll 
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Abb.  6: Schematische  Darstellung  des  immunhistochemischen 
Amplifikationsprinzips  des  für  die  immunhistochemischen  Färbungen 
verwendeten CSA-II-Kits.
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dieser  Vorgang  mit  dem  Begriff  'Trocknungsschritt'  umschrieben  werden.  Der 
anschließende  Schritt  beinhaltete  eine  5-minütige  Behandlung  mit  Protein  Block, 
woraufhin ein ausschließliches Umfahren des Präparates mit Zellstoff empfohlen war. 
Die Proben waren somit für die Applikation des primären Antikörpers vorbereitet. Die 
Konzentrationen der primären und sekundären Antikörper, deren Inkubationszeiten und 
die  Einwirkzeit  des  DAB-Substrate-Cromogen  sind  bei  den  Ausführungen  zu  den 
einzelnen angewandten Färbungen in den Kapiteln 2. 2. 11. 2. 1 bis  2. 2. 11. 2. 8 
erfasst.  Nach  Zugabe  des  primären  Antikörpers  wurden  die  Proben  mit  Parafilm 
bedeckt  und  im  Kühlschrank  in  einer  Feuchtkammer  gelagert.  Nach  Ablauf  der 
Inkubationszeit  erfolgte  ein  'Waschschritt',  der  im weiteren  Verlauf  dieser  Arbeit  so 
bezeichnet  werden wird.  Dieser besteht  aus einem Spülvorgang in TTBS und dem 
anschließenden  drei  mal  4  Minuten  dauernden  Einwirken  von  TTBS  in  drei 
unterschiedlichen, jeweils neuen TTBS- Lösungen. Gefolgt wurde dieser Prozess von 
einem Trocknungsschritt.  Im Anschluss konnte der sekundäre Antikörper zugegeben 
werden.  Nach  Verstreichen  der  Inkubationszeit  musste  ein  weiterer  Waschschritt 
durchgeführt  werden.  Danach  wurde  ein  reines  Umfahren  der  Proben  mit  Zellstoff 
vorgenommen  und  der  Amplification  Reagent  zugegeben.  Dessen  Inkubationszeit 
betrug 15 Minuten und musste unter Lichtschutz durchgeführt werden. Im Anschluss 
erfolgte ein weiterer Waschschritt und das erneute Umfahren der Proben mit Zellstoff. 
Danach  erfolgte  die  Inkubation  der  Proben  mit  dem  tertiären  Antikörper   Anti-
Flourescein-HRP für 15 Minuten, gefolgt von einem Waschschritt und dem Umfahren 
der Proben mit Zellstoff. Für den letzten Schritt vor dem Eindecken wurde ein Tropfen 
DAB in 1ml Substrate Cromogen gegeben und gevortext. Von dieser Lösung wurde 
jeweils ein Tropfen je Probe aufgebracht und entsprechend der in den Kapiteln 2. 2. 11. 
2. 1 bis 2. 2. 11. 2. 8 aufgeführten Inkubationszeiten abgewartet. Anschließend wurden 
die Proben in destilliertes Wasser gestellt, um die Reaktion zu stoppen. In der Folge 
war  es  notwendig,  die  Proben  mit  je  einem  Tropfen  Dako-Flourescent-Mounting-
Medium zu  bedecken  und  mit  Deckgläsern  einzudecken.  Die  speziellen 
Inkubationszeiten der primären und sekundären Antikörper, sowie des DAB-Substrate-
Cromogen sind in den  folgenden Unterkapiteln nachzulesen und tabellarisch in Tabelle 
1 aufgeführt. Die primären und sekundären Antikörper sind in Kap. 2. 1. 9 mit dem 
zugehörigen Hersteller genannt.
Der  in  den  folgenden  Kapiteln  genannte  Antikörper  CSA-II  Rabbit  Link  (Goat  Anti-




2. 2. 11. 2. 1 Endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS)
Der für den Nachweis der Endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase gewählte primäre 
Antikörper trägt die Spezifikation:  Rabbit Polyclonal Anti-Mouse NOS-3 Antibody. Die 
gewählte  Konzentration  lag  bei  1  :  20.000  und  erfolgte  in  Antibody  Diluent  with 
Background  Reducing  Component  des  CSA-II-Kits  von  Dako  Cytomation.  Die 
Inkubationszeit  erstreckte  sich  über  eine  Nacht  (mindestens  12  Stunden).  Als 
sekundärer Antikörper wurde der von Dako Cytomation bezogene CSA-II Rabbit Link 
(Goat Anti-Rabbit-HRP) verwendet und eine Inkubationszeit  von 15 Minuten befolgt. 
Der in  Kap.  2.  2.  11.  2 genannte Inkubationsschritt  des DAB-Substrate-Cromogens 
erfolgte für 10 Sekunden.
2. 2. 11. 2. 2 Alkalische Phosphatase (ALP)
Für den Nachweis der Alkalischen Phosphatase wurde der primäre Antikörper Rabbit  
Polyclonal Antibody Against Alkaline Phosphatase (ALP) in einer Konzentration von 1 : 
150 in  Antibody Diluent with Background Reducing Component verwendet und über 
Nacht inkubiert. Als sekundärer Antikörper diente der CSA-II Rabbit Link (Goat Anti-
Rabbit-HRP) mit einer Inkubationszeit von 15 Minuten. Das DAB-Substrate-Cromogen 
wurde für 50 Sekunden zugegeben. 
2. 2. 11. 2. 3 Alpha Smooth Muscle Actin (α-SMA)
Als primärer Antikörper wurde der Monoclonal Anti-Actin, α-Smooth Muscle, Clone 1A4 
in  einer  Konzentration von 1 :  850 in   Antibody Diluent  with Background Reducing 
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Tab.  1:  Übersicht  über  die  Konzentrationen  und  Inkubationszeiten  der  primären  und  sekundären 
Antikörper und des DAB Chromogens der einzelnen immunhistochemischen Färbungen.
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Component  und  der  Inkubationszeit  von  zwei  Stunden  benutzt.  Als  sekundärer 
Antikörper wurde der von Dako Cytomation bezogene  Anti-Mouse Immunoglobulins-
HRP verwendet  und  eine  Inkubationszeit  von  einer  Stunde  verwendet.  Die 
abschließende  Verwendung  von  DAB  wurde  für  10  Sekunden  pro  Präparat 
durchgeführt.
2. 2. 11. 2. 4 Osteopontin (OPN)
Primärer Antikörper des Nachweises von Osteopontin war der Rabbit Polyclonal Anti-
Osteopontin in einer Konzentration von 1 : 1.000 in Antibody Diluent with Background 
Reducing  Component.  Die  Dauer  der  Inkubation  war  über  Nacht.  Als  sekundärer 
Antikörper  diente  der  CSA-II  Rabbit  Link  (Goat  Anti-Rabbit-HRP)  mit  einer 
Inkubationszeit von 15 Minuten. Die DAB-Applikation erfolgte für 10 Sekunden.
2. 2. 11. 2. 5 Osteoprotegerin (OPG)
Als  primärer  Antikörper  des  Nachweises  von  Osteoprotegerin  diente  der  Rabbit  
Polyclonal Anti-Osteoprotegerin in einer Konzentration von 1 : 500  in  Antibody Diluent 
with Background Reducing Component. Inkubiert wurde dieser über Nacht. Der CSA-II 
Rabbit  Link  (Goat  Anti-Rabbit-HRP)  fungierte  als  sekundärer  Antikörper.  Dessen 
Inkubationszeit betrug 15 Minuten. DAB wurde für 10 Sekunden zugegeben.
2. 2. 11. 2. 6 Oxidiertes Low- Density- Lipoprotein (ox-LDL)
Für den Nachweis von oxidiertem LDL wurde der primäre Antikörper Rabbit Polyclonal  
Anti-HOCl-ox-LDL in  einer  Konzentration  von  1  :  3.000  in  Antibody  Diluent  with 
Background Reducing Component verwendet und über Nacht inkubiert. Als sekundärer 
Antikörper  diente  der  CSA-II  Rabbit  Link  (Goat  Anti-Rabbit-HRP)  mit  einer 
Inkubationszeit von 15 Minuten. Die Zugabe des DAB-Substrate-Cromogen erfolgte für 
10 Sekunden. 
2. 2. 11. 2. 7 MAC-3
Für den Nachweis von Makrophagen wurde der primäre Antikörper Rat Monoclonal 
Antibody Against Mouse Mac3 in einer Konzentration von 1 : 5.000 in Antibody Diluent 
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with  Background  Reducing  Component  verwendet  und  über  Nacht  inkubiert.  Als 
sekundärer Antikörper diente ein Goat Anti-Rat IgG- HRP mit einer Inkubationszeit von 
15  Minuten.  Dieser  wurde  1  :  50  in  Stabilzyme-HRP gelöst  und  für  15  Minuten 
appliziert. Das DAB-Substrate-Cromogen wurde für 30 Sekunden zugegeben. 
2. 2. 11. 2. 8 Angiotensin-II-Rezeptor-Typ-1 (AT1)
Der  für  den  Nachweis  des  Angiotensin-II-Rezeptor-Typ-1  verwendete  primäre 
Antikörper trägt die Spezifikation: Rabbit Polyclonal Anti-Angiotensin-II-Receptor-Type-
1.  Die gewählte Konzentration lag bei 1 : 350 und erfolgte in Antibody Diluent with 
Background  Reducing  Component  des  CSA-II-Kits  von  Dako  Cytomation.  Die 
Inkubationszeit erstreckte sich über eine Nacht. Als sekundärer Antikörper wurde der 
von Dako Cytomation bezogene CSA-II Rabbit Link (Goat Anti-Rabbit-HRP) verwendet 
und eine Inkubationszeit  von 15 Minuten befolgt.  Der  in Kap.  2.  2.  11.  2 genannte 
Inkubationsschritt des DAB-Substrate-Cromogens erfolgte für 5 Sekunden.
2. 2. 11. 3 Dihydroethidium (DHE)-Färbung
Um den Grad des oxidativen Stresses in den Aortenklappensegeln zu messen wurden 
30-μm-Gefrierschnitte  aller  drei  Versuchtstiergruppen  mit  DHE  behandelt. 
Dihydroethidium  reagiert  in  Gegenwart  von  Sauerstoffradikalen  zu  Ethidiumbromid. 
Dieses interkaliert an der DNS des Zellkerns und fluoresziert rot. Alle Proben wurden 
gleichzeitig mit DHE (10  μmol/l)  in PBS für 30 Minuten in einer Wärmekammer, bei 
37°C, inkubiert. Die Proben wurden anschließend unter einem Floureszenzmikroskop 




2. 2. 12 Quantifizierung der histologischen Resultate
2. 2. 12. 1 Bestimmung der Aortenklappensegeldurchmesser
Von den Versuchstieren wurden Querschnitte der Aortenklappe angefertigt und diese 
mit Hämatoxylin-Eosin nach dem in Kap. 2. 2. 11. 1 erläutertem Protokoll gefärbt. Unter 
dem Gebot, möglichst kranial gelegene Schnitte mit drei intakten Aortenklappensegeln 
darzustellen, erfolgte die Auswahl von einem Präparat pro Versuchstier.  Die Proben 
wurden unter dem Mikroskop betrachtet und fotografisch, bei 50-facher Vergrößerung, 
dokumentiert.  Außerdem  wurden  alle  Segel  einzeln  bei  100-facher  Vergrößerung 
fotografiert und diese Bilder aufgrund der höheren Auflösung  für die weitere Analyse 
verwendet. Die Vermessung gelang mit Hilfe des Programmes Analysis 3.0 (Olympus 
Soft  Imaging  Solutions).  Jedes  einzelne  Aortenklappensegel  wurde  durch  fünf,  in 
gleichem Abstand verteilte, Querschnittsmessungen beurteilt. Pro Aortenklappensegel 
konnte ein aus fünf Einzelmessungen ermittelter Durchschnittswert erhoben werden. 
Ein  weiterer  Durchschnitt  wurde  aus  den  drei  Werten  für  die  drei  einzelnen 
Aortenklappensegel  gebildet.  Durch  dieses  Verfahren  war  es  möglich  jedem 
Versuchstier  genau einen Wert (in  μm) für den durchschnittlichen Durchmesser der 
Aortenklappensegel  zuzuweisen.  Eine  repräsentative  Messung  eines 
Aortenklappensegels ist in Abb. 7 gezeigt.
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Abb.  7: Darstellung  der  Bestimmung  von  fünf  gleichverteilten  
Messstrecken zur Vermessung der Aortenklappensegel.
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2. 2. 12. 2 Messung der Endothelzellschicht
Pro Maus wurde ein möglichst weit  aortenwärts im Herzen liegender Paraffinschnitt 
durch  die  Aortenklappe  ausgewählt.  Dieser  wurde  auf  die  endotheliale 
Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS) immunhistochemisch, analog der Vorgabe aus Kap. 
2. 2. 11. 2. 1, gefärbt. Die Fotodokumentation eines einzelnen Segels pro Aortenklappe 
erfolgte mit 100-facher Vergrößerung unter dem Mikroskop. Mit Analysis 3.0 (Olympus 
Soft  Imaging  Solutions)  konnte  die  Oberfläche  der  Aortenklappensegel  vermessen 
werden. Die von Endothelzellen bedeckte Oberfläche wurde mit der Gesamtoberfläche 
in  ein  Verhältnis  gesetzt  und  als  Prozentwert  ausgegeben.  Abb.  8  zeigt  die 
Vermessung  des  nicht  durch  Endothelzellen  bedeckten  Anteils  des 
Aortenklappensegels.
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Abb.  8: Darstellung  eines  repräsentativen  Aortenklappensegels  zur  Illustrierung  des  verwendeten  
Quantifizierungsverfahrens. Die farbigen Linien bedecken Randbereiche des Aortenklappensegels ohne 
Endothelzellschicht.  Diese  konnten  quantifiziert  und  summiert  werden  und  anschließend  mit  einer  
Messung der Gesamtoberfläche als Quotient in ein prozentuales Verhältnis überführt werden. 
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2. 2. 12. 3 Beurteilung der immunhistochemischen Färbungen
Für die Erfassung der Ergebnisse der immunhistochemischen Färbungen wurde ein 
semiquantitatives Verfahren, analog zu dem  bei Göser et al.  (2006) beschriebenen, 
benutzt.  Einheitliche,  nach  Anzahl  der  vorhandenen  angefärbten  Zellen graduierte 
Intervalle  wurden als Pathology-Scores erhoben.  Eine Übersicht  über die einzelnen 
prozentualen Intervalle  gibt Tabelle 2. Die erhaltenen Grade entsprechen dem Grad 
des Vorhandenseins von differenzierten Zellen der angefärbten Entität.
Grad 0 keine positiven Zellen
Grad 1 positive  Zellen  in  bis  zu  5%  der 
Aortenklappensegelfläche
Grad 2 positive  Zellen  in  6%  bis  10%  der 
Aortenklappensegelfläche
Grad 3 positive  Zellen  in  11%  bis  30%  der 
Aortenklappensegelfläche
Grad 4 positive  Zellen  in  31%  bis  50%  der 
Aortenklappensegelfläche
Grad 5 positive  Zellen  in  über  50%  der 
Aortenklappensegelfläche
Tab.  2: Dargestellt  ist  die  Grundlage  der  semiquantitativen  Auswertung  der  immunhistochemisch  
gefärbten Präparate.  Verwendet wurde die bei  Matsumoto et al.  (2010) angewendeten Intervalle.  Das  
semiquantitative Verfahren basiert auf Göser et al. (2006).
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2. 2. 13 Genexpressionsanalysen der Aortenklappensegel
2. 2. 13. 1 Gewinnung der isolierten Aortenklappensegel
Für die Durchführung der Quantifizierung der Genexpression mittels qRT-PCR war es 
notwendig,  eine  ausreichende  Menge  an  Probenmaterial  zu  gewinnen.  Als 
Probenmaterial  sollten  ausschließlich  die  Aortenklappensegel  dienen,  sodass  diese 
von den angrenzenden Aortenklappenstrukturen zu trennen waren.  Ausgehend von 
den nach Kap. 2. 2. 10. 2 hergestellten Gefrierschnitten wurden jene ausgewählt, die 
bei  der  während  des  Schnittprozesses  angefertigten  Dokumentation,  drei 
Aortenklappensegel zeigten und bei denen diese intakt waren. Die selektierten Proben 
wurden aus dem minus 80°C kalten Kühlschrank genommen und rasch unter dem 
Mikroskop visualisiert. Mit einer 30G Kanüle gelang es die beiden Adhäsionspunkte pro 
Klappensegel zu lösen und alle drei gelösten Segel an der Kanülenspitze zu binden. 
Die somit fixierten Aortenklappensegel wurden in sterile,  mit  jeweils 300μl 70Vol.-% 
Ethanol  und  300μl  RLT-Puffer  mit  β-Mercaptoethanol  (RNeasy  RNA Isolationskit) 
gefüllte 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefäße gegeben und auf minus 80°C gekühlt. Um 
dies zu ermöglichen wurden die Kanülenspitzen alle in der gleichen Höhe mit  einer 
Schere über dem Eppendorf-Reaktionsgefäß abgeschnitten.
 
2. 2. 13. 2 Quantifizierung der Genexpression in den Aortenklappensegeln 
Zur  Quantifizierung  der  Genexpression  wurde  aus  den  gewonnenen  isolierten 
Aortenklappensegeln  RNA isoliert.  Aus  dieser  konnte  cDNA hergestellt  werden.  Im 
nächsten Schritt diente die cDNA als Template der Polymerase-Kettenreaktion. 
2. 2. 13. 2. 1 RNA Isolation
Nach dem vollständigen Auftauen konnte das Aortenklappengewebe mittels Vortexer 
durchmischt  und  zerkleinert  werden.  Hierdurch  wurde  einerseits  erreicht,  dass  die 
RNA-Moleküle,  die sich im Intrazellulärraum befinden,  frei  wurden und andererseits 
konnte eine Inhibition der ebenfalls frei werdenden RNasen ermöglicht werden.  Die 
durch  den  Lysepuffer  und  das  grobe  Zerkleinern  freigewordene  RNA  band 
anschließend  an  eine  Silicagel-Säule.  Mehrere  Wasch-  und  Zentrifugationsschritte 
dienten  dem  Reinigen  der  Säule.  Im  Anschluss  an  den  letzten  einminütigen 
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Zentrifugationsschritt mit 14.000U/min, der dem Trocknen der Membran diente, wurde 
mit  RNase-freiem Wasser aus dem RNeasy RNA Isolationskit  (Quiagen) eluiert.  Mit 
Hilfe dieses Verfahrens war es möglich, RNA-Moleküle mit einer Mindestlänge von 200 
Basenpaaren selektiv zu extrahieren.
2. 2. 13. 2. 2 cDNA-Synthese
Ein  Umschreiben  in  complementary  DNA (cDNA)  aus  der  gewonnenen  RNA war 
Voraussetzung zur späteren Amplifikation. Das verwendete Enzym DNA-Polymerase 
nutzt DNA als Template zur Neusynthese von DNA. Dies begründet die Notwendigkeit 
des Umschreibens der RNA in DNA. 
Hierzu wurden die in Tabelle 3 genannten Reagenzien (Sensiscript RT Kit) verwendet. 
Die aufgeführten Mengen entsprechen einem Versuchsansatz, daher der Menge an 
Reagenzien, die notwendig sind, um eine RNA-Probe umzuschreiben.
RTS (omniscript reverse transcriptase) 1μl
dNT zerkleinert P (5mM) 2μl
RT Buffer 2μl
Random Primer Hexanucleotid (1 : 30) 2μl
Volumen des erhaltenen Mastermixes pro 
Probe
7μl
RNA in RNase-freiem Wasser 13μl
Gesamtvolumen des Ansatzes 20μl
Tab. 3: Reagenzien zur Herstellung des Mastermixes zur Synthese von cDNA.
Das Gemisch aus Mastermix und RNA wurde für 60 Minuten, bei 37°C inkubiert und 
anschließend für 3 Minuten auf 70°C erhitzt. Dieser Vorgang diente der Denaturierung 
des Enzyms Reverse Transkriptase, das für die cDNA-Synthese verantwortlich ist. Die 
so gewonnenen cDNA-Ansätze wurden bis zu ihrer Verwendung in der qRT-PCR bei 
-80 °C eingefroren.
2. 2. 13. 2. 3 Quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR)
Zur  Amplifikation  der  gewonnen cDNA-Ansätze wurde  eine  qRT-PCR durchgeführt. 
Spezifische  Primer  ermöglichen  es,  mit  dieser  Methode  ganz  gezielt  die 
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Genexpression der Zellen des verwendeten Gewebes zu quantifizieren. Aufgrund der 
geringen  pipettierten  Mengen war  es  zur  Vermeidung  von  Pipettierungenauigkeiten 
notwendig, wiederum einen Mastermix herzustellen.
Die  Teilmengen  der  in  Tabelle  4  beschrieben  Reagenzien  wurden  als  Mastermix 
angefertigt  und  anschließend  je  19µl  Mastermix  mit  1µl  Probe  (cDNA  Lösung) 
gemischt.
Für dieses Verfahren wurden die nachfolgend dargestellten Reagenzien für 1µl des 
Reverse-Transkriptionsproduktes angesetzt:




Sybr-Gold (1x; Stammlösung: 10.000x) 4μl
MgCl2 (50mM) 1μl
Primer-Mix  (je  5μM  sense-/  antisense-
Primer) 
0,4μl
nicht-acetyliertes BSA (5mg/ml) 0,5μl
dNTP (10mM) 0,4μl
Taq-Polymerase 0,2μl
Volumen des Mastermix pro Ansatz 19μl
cDNA-Reverse-Transkriptionsprodukt 1μl
Gesamtvolumen des Ansatzes 20μl
Tab. 4: Reagenzien zur Herstellung des Mastermixes für die qRT-PCR.
Die Ansätze wurden in genormte Glaskapillaren überführt und konnten anschließend 
zentrifugiert  werden, bis die Ansätze im unteren Teil der Kapillare angelangt waren. 
Dieser Schritt ist essenziell, da sonst eine vergleichbare Detektion aller Proben eines 
Ansatzes durch die Light-Cycler-Diode nicht möglich wäre. In jedem Versuchszyklus 
wurde eine Negativkontrolle  mitbestimmt,  in  welcher sich 19µl  Mastermix und 1,0µl 
nukleasefreies  hochreines  Wasser  (HPLC-Wasser)  befanden.  Die  Proben  wurden 
danach mittels Light-Cycler, entsprechend ihrer Annealingtemperatur, mit spezifischen 
Primern amplifiziert. 
Eine qRT-PCR ist polyzyklisch. Der im Folgenden dargestellte Zyklus läuft sequenziell 
mehrere  Male  ab.  Eine  initiale  Erhitzung  des  Ansatzes  führt  zur  Aufspaltung  der 
Wasserstoffbrückenbindungen, sodass die doppelsträngige DNS getrennt, und in zwei 
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komplementäre  Einzelstränge  separiert  wird.  Durch  Abkühlung  auf  die  für  jeden 
einzelnen  Primer  spezifische  Bindungstemperatur  kommt  es  zur  Hybridisierung  der 
Primer  (primer  annealing)  an  die  entsprechenden  Bindungsstellen  der  DNA. 
Abschließend wird der Ansatz auf eine Temperatur erhitzt, bei der die thermostabile 
Taq-Polymerase ihr Temperaturoptimum hat und DNA-Abschnitte amplifizieren kann. 
Durch die Durchführung der hohen Anzahl an Zyklen kommt es zum exponentiellen 
Anstieg der produzierten Menge von cDNA-Amplifikat.
Durch  langsame  Erhöhung  der  Temperatur  im  Light-Cycler  auf  95°C  wurde 
abschließend eine Schmelzkurve generiert,  die eine Aussage über die Qualität  und 
Reinheit der durchgeführtem Amplifikation erlaubt.
Die  Ergebnisse  der  Proben  (Gene  of  Interest)  wurden  in  Relation  zu  dem  als 
Housekeeping-Gen  verwendeten  HPRT gesetzt  und  als  arbitrary  units  (arb.  units) 
dargestellt.
Für  den Nachweis  von murinem BMP-2 kam das Verfahren einer  Nested-PCR zur 
Anwendung. Dabei werden zwei PCR-Reaktionen nacheinander durchgeführt. Ein Teil 
des Reaktionsproduktes der ersten PCR dient als Matrize für die zweite PCR. Für die 
zweite PCR werden Primerpaare (nested-Primer) benutzt, die an Teilstücke innerhalb 
des  Amplifikates  der  ersten  PCR  binden  und  somit  ein  kürzeres  DNA-Fragment 
amplifizieren.
Tabelle 5 dokumentiert die Primersequenzen und Annealingtemperaturen der im Grad 
ihrer  Expression  nachgewiesenen  Gene.  Grundlagen  der  angewandten  Verfahren 
können Newton und Graham (1994) entnommen werden.
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Tab.  5: Annealingtemperaturen,  Primersequenzen  und Produktlängen der  qRT-PCR der  untersuchten  
Gene mit HPRT als Housekeeping-Gen
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2. 2. 14 Serumanalytik
2. 2. 14. 1 Cholesterolbestimmung
Die Gesamtcholesterolbestimmung aller Serumproben wurde als kolorimetrischer Test 
durchgeführt.  Dieser  beruht  auf  konzentrationsabhängiger  Farbintensität  von 
Lösungen. Verwendet wurde das 'Cholesterol/Cholesteryl  Ester Quantitation Kit'  des 
Unternehmens  BioVision.  Das  Testverfahren  soll  kurz  erläutert  werden: 
Cholesterolester  bilden  die  Mehrheit  der  Cholesterolverbindungen  im  Blut.  Diese 
werden  mittels  Cholesterolesterase  zu  Cholesterol  hydrolysiert.  Eine 
Cholesteroloxidase  produziert  anschließend  aus  Cholesterol  H2O2,  das  in  einem 
folgenden  Reaktionsschritt  einen  konzentrationsabhängigen  Farbumschlag  erzeugt, 
der mit dem  Mehrkanalspektrometer als Absorption bei  λ=570nm gemessen werden 
kann  und  mit  Werten  einer  Eichkurve  verglichen  wird.  Die  Durchführung  erfolgte 
gemäß den Vorgaben des Herstellers.
2. 2. 14. 2 Fetuin-A-ELISA
Teil der vorliegenden Arbeit  war die Serumanalyse aller Proben auf Fetuin-A mittels 
enzymgekoppeltem Immunabsorptionstest  (ELISA).  Realisiert  wurde dies  mit  einem 
ELISA-Kit des Unternehmens R&D Systems auf murines Fetuin- A. Der durchgeführte 
Test  war  ein  Sandwich-  oder  capture-ELISA.  Wie bei  Janeway et  al.  (2002:  644f.) 
dargestellt,  werden  dabei  antigenspezifische  Antikörper  an  die  Trägeroberfläche 
gebunden. Diese Fixieren das Antigen auf dem Träger. Das gebundene Antigen wird 
wiederum  an  einem  anderen  Epitop  durch  einen  zweiten  biotinylierten  Antikörper 
gebunden. Streptavidin, konjugiert an eine Peroxidase,  bindet daraufhin das Biotin des 
biotinylierten Antikörpers. Die Peroxidase katalysiert einen Farbwechsel, der durch ein 
Mehrkanalspektrometer quantifiziert werden kann und mit einer Eichkurve verglichen 
wird. Durchgeführt wurde die Bestimmung gemäß den Vorgaben des Herstellers.
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2. 2. 15 Statistische Auswertung
Alle  Ergebnisse  dieser  Arbeit  wurden  als  Mittelwert  mit  dem  Standardfehler  des 
Mittelwertes (MW ± SEM) angegeben. Der Student’s t-Test wurde bei der statistischen 
Auswertung von zwei Gruppen benutzt.  Eine ANOVA-Analyse (analysis of  variance) 
wurde bei der statistischen Auswertung von mehr als zwei Gruppen vorgenommen. Bei 
nicht-normalverteilten  Daten  wurde  der  Kruskal-Wallis  nicht-parametrische  Test 
benutzt. Für die Auswertung der systolischen Aortenklappenspitzengeschwindigkeiten 
wurde ein  gepaarter  t-Test  verwendet.  Ein  Versuchstier  musste von allen  Analysen 





Bei  allen  Versuchstieren  wurde  zu  zwei  Zeitpunkten  (20  Wochen  und  36  Wochen 
Lebensalter)  das  Körpergewicht  bestimmt.  In  allen  drei  Versuchsgruppen  war  eine 
Zunahme des durchschnittlichen Körpergewichtes vorhanden. Die Gegenüberstellung 
des zum Zeitpunkt '20 Wochen' von allen Tieren bestimmten Körpergewichtes mit dem 
Gewicht  der  Tiere  der  Kontrollgruppe  zum  Zeitpunkt  '36  Wochen'  zeigte  einen 
statistisch signifikanten Anstieg (20 Wochen: 27,28±0,79g versus CG:  37,40±1,56g; 
p<0,001). Ebenfalls signifikant höher waren die Körpergewichte der Kontrollgruppe im 
Vergleich  zur  Trainingsgruppe (CG:  37,40±1,56g versus EG:29,69±1,20g;  p<0,001). 
Ein  Vergleich  der  Kontrollgruppe  mit  der  Normalfuttergruppe  zeigte  ein  signifikant 
höheres  Körpergewicht  bei  der  Kontrollgruppe  (NG:  28,84±1,25  versus  CG: 
37,40±1,56g; p<0,001).
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Abb.  9: Darstellung der Körpergewichte der Versuchstiere zum 
Zeitpunkt  '20  Wochen'  und  '36  Wochen'  (getrennt  nach  
























3. 2 Cholesterolkonzentration im Serum
Mittels  des  in  Kap.  2.  2.  14.  1  geschilderten  Bestimmungsverfahrens  konnten  die 
Gesamtcholesterolkonzentration  im  Serum  der  Versuchstiere  analysiert  werden.  Im 
Vergleich  der  Normalfuttergruppe  mit  der  Kontrollgruppe  zeigte  sich  ein  signifikant 
höheres  Serumcholesterol  bei  der  Kontrollgruppe  (NG 315,7±29,0mg/dl  versus  CG 
954,1±68,5mg/dl;  p<0,001).  Ebenfalls  signifikant  höher  lag  die  Konzentration  des 
Gesamtcholesterols  bei  der  Gegenüberstellung  der  Trainingsgruppe  mit  der 
Normalfuttergruppe (EG 1024,9±88,8mg/dl versus NG 315,7±29,0mg/dl; p<0,001). Die 
beiden mit cholesterolreicher Nahrung gefütterten Versuchsgruppen (CG, EG) wiesen 
keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Serumcholesterolkonzentration auf. 
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Abb. 10: Vergleich der Gesamtcholesterolkonzentrationen im Serum. 




































3. 3 Ergebnisse der Echokardiographie
Nach  Exklusion  von  Messwerten,  entsprechend  der  in  Kap.  2.  2.  6  geschilderten 
Kriterien, konnten die Ergebnisse der verbleibenden Flussgeschwindigkeitsmessungen 
ausgewertet und in Abb. 11 graphisch dargestellt werden. Die statistische Auswertung 
wurde mit einem gepaarten t-Test durchgeführt.
Die  einzelnen  Gruppen  umfassten  bei  der  Kontrollgruppe  n=17  Tiere,  bei  der 
Trainingsgruppe n=12 Tiere und bei der Normalfuttergruppe n=10 Tiere. In allen drei 
Gruppen  kam  es  zu  einem  Anstieg  der  systolischen 
Aortenklappenspitzengeschwindigkeit. Der Zuwachs in der Kontrollgruppe betrug ≈18% 
(CG 20 Wochen: 1,21±0,03m/s versus CG 36 Wochen: 1,39±0,03m/s; p<0,0001), in 
der  Trainingsgruppe  ≈12%  (EG  20  Wochen:1,18±0,03m/s  versus  EG  36  Wochen: 
1,30±0,03m/s;  p<0,01)  und  in  der  Normalfuttergruppe  ≈9%  (NG  20  Wochen: 
1,11±0,02m/s versus NG 36 Wochen: 1,20±0,03m/s; p<0,01).
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Abb.  11: Ergebnisse  der  Flussgeschwindigkeitsmessung  der  Versuchsgruppen  Trainingsgruppe  (EG),  
Kontrollgruppe (CG) und Normalfuttergruppe (NG) im Zeitverlauf. 

































































































Abb.  12: Repräsentative Beispiele  der  Ergebnisse der echokardiographisch gemessenen systolischen 




Als wichtigsten Messwert zur Beurteilung des Ausmaßes der Aortenklappensklerose ist 
der  Grad  der  Verdickung,  die  Klappensegeldicke,  zu  betrachten.  Die 
Aortenklappensegeldurchmesser konnten analog dem in Kap. 2. 2. 12. 1 geschilderten 
Verfahren bestimmt werden. Eine graphische Darstellung bietet Abb. 13. Explizit muss 
darauf  hingewiesen  werden,  dass  das  nachfolgende  Diagramm  einen  bereits  bei 
Matsumoto et al. (2010) publizierten Messwert beinhaltet. Dieser soll die kontextuelle 
Einordnung  erleichtern  und  dient  der  besseren  Veranschaulichung  des  zeitlichen 
Verlaufes. Die diesem Messwert zugrunde liegenden Versuchstiere waren, wie in der 
vorliegenden Arbeit, LDLR-/- -Mäuse, die nach den ersten vier Wochen Normaldiät, 16 
Wochen  lang  0,15%-Cholesterol-Nahrung  erhielten.  Nach  somit  20-wöchiger 
Lebenszeit  erfolgte  die  histologische  Aufarbeitung  und  Vermessung  der 
Aortenklappensegel, mit dem bei Matsumoto et al. (2010) beschriebenen und ebenfalls 
in  dieser  Arbeit  verwendeten  Verfahren.  Diese  Tiere  repräsentieren  somit  den 
Ausgangszustand  der  Mäuse  der  vorliegenden  Arbeit  zum  Zeitpunkt  '20  Wochen', 
bevor eine Intervention (Training (EG), kein Training (CG) oder Nahrungsumstellung 
(NG) erfolgte. Die durchschnittlichen Aortenklappensegeldurchmesser der im Rahmen 
der  vorliegenden  Arbeit  erhobenen  Versuchsgruppen  zeigten  keine  statistisch 
signifikanten Unterschiede.  Die  Tiere  der  Trainingsgruppe wiesen nach 36 Wochen 
einen Messwert von 88,20±6,61μm auf. In der Kontrollgruppe betrug das Endergebnis 
nach 36 Wochen 98,34±4,57μm und die Normalfuttergruppe erreichte 87,51±4,00μm. 
Matsumoto  et  al.  (2010)  erzielte  in  der  Gruppe  20  Wochen  einen  Messwert  von 
50,14±3,35μm. Im Vergleich zu den durch Matsumoto et al. (2010) erhobenen Daten 
zeigen  sich  signifikante  Zunahmen  der  durchschnittlichen 
Aortenklappensegeldurchmesser in der Trainingsgruppe (20 Wochen Matsumoto et al. 
(2010) versus EG; p<0,001), der Kontrollgruppe (20 Wochen Matsumoto et al. (2010) 
versus CG; p<0,001) und der Normalfuttergruppe (20 Wochen Matsumoto et al. (2010) 




Abb.  13: Vergleich der  drei  in  dieser  Arbeit  analysierten  durchschnittlichen 
Aortenklappensegeldurchmesser (Trainingsgruppe (EG), Kontrollgruppe (CG),  
Normalfuttergruppe  (NG)).  Davon  farblich  und  inhaltlich  abgegrenzt  kommt  



































Abb.  14: Die  dargestellten  Aortenklappensegel  stehen  exemplarisch  für  die  Trainingsgruppe,  
Kontrollgruppe  und  Normalfuttergruppe.  Als  Indikatoren  für  die  breiteste  Stelle  innerhalb  der  
Aortenklappensegel  dienen  die  eingefügten  Dreiecke.  Trainingsgruppe  (EG),  Kontrollgruppe  (CG),  
Normalfuttergruppe (NG).
Ergebnisse
3. 5 Ergebnisse Immunhistochemie
3. 5. 1 Endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase
Nach der  Anwendung des in  Kap.  2.  2.  12.  2 geschilderten Analyseverfahrens zur 
Bestimmung des prozentualen Anteils der endothelzellbedeckten Oberfläche konnten 
die in Abb. 15 dargestellten Ergebnisse erhoben werden. Dabei waren im Durchschnitt 
bei der Trainingsgruppe 66,2±4,3% der Gesamtoberfläche der Aortenklappensegel mit 
Endothelzellen bedeckt. Im Vergleich dazu betrugen die Werte bei der Kontrollgruppe 
62,6±5,4%  und  bei  der  Normalfuttergruppe  72,7±3,4%.  Statistisch  signifikante 
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen bestanden nicht.
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Abb.  15: Darstellung des endothelbedeckten Anteils in Relation zur  
Gesamtoberfläche  der  Aortenklappensegel  in  Prozent.  











































Abb. 16: Repräsentative Beispiele für den Grad der Endothelzellbedeckung muriner Aortenklappensegel  
der Trainingsgruppe (EG), Kontrollgruppe (CG) und Normalfuttergruppe (NG). Die verwendeten Dreiecke 
kennzeichnen Defekte in der Endothelzellschicht.
Ergebnisse
3. 5. 2 α-Smooth-Muscle-Actin
Der immunhistochemische Nachweis von  α-Smooth-Muscle-Actin in einzelnen Zellen 
konnte  mittels  Pathology-Score  quantifiziert  werden.  Alle  betrachteten 
Aortenklappensegel  wiesen  pathologisch  erhöhte  α-Smooth-Muscle-Actin-positive 
Zellen auf. Die Trainingsgruppe erreichte einen Pathology-Score von 3,67±0,37. In der 
Kontrollgruppe  konnte  ein  Punktwert  von  3,44±0,18  ermittelt  werden.  Die 
Normalfuttergruppe befand sich mit  einem Pathology-Score von 3,25±0,25 in einem 
Niveau mit den anderen beiden Versuchsgruppen. Statistisch signifikante Unterschiede 
bestanden nicht. Beispielbilder demonstriert Abb. 17.
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Abb.  17:  Vergleich  der  Pathology-Scores  des  immunhistochemischen 
Nachweises  von  α-Smooth-Muscle-Actin  in  der Trainingsgruppe  (EG), 
























Abb.  18:  Dargestellt  sind  repräsentative  Aortenklappensegelschnitte  der  Trainingsgruppe  (EG),  
Kontrollgruppe (CG) und Normalfuttergruppe (NG), die immunhistochemisch auf  α-SMA gefärbt wurden.  
Die Dreiecke bezeichnen Areale hoher Nachweisdichte.
Ergebnisse
3. 5. 3 MAC-3
Für den Nachweis von Makrophagen, als Teil des aktiven Transformationsprozesses in 
den  Aortenklappensegeln,  wurden  immunhistochemische  Färbungen  auf  MAC-3 
angefertigt. In der Trainingsgruppe wurde ein Punktwert von 2,44±0,34 ermittelt. Die 
Klappensegel der Kontroll-  und Normalfuttergruppe erreichten Pathology-Scores von 
2,78±0,28 bzw. 3,33±0,24.  Der Vergleich der drei  Versuchsgruppen erbrachte keine 
statistisch signifikanten Unterschiede. Exemplarisch sind Bilder in Abb. 19 aufgeführt.
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Abb.  19: Graphische  Darstellung  des  Vergleiches  der  
Pathology-Scores  für  den  immunhistochemischen  Nachweis  
























Abb.  20: Beispielhafte  Darstellung  je  eines  histologischen  Schnittes  aus  den  Versuchsgruppen  
Trainingsgruppe (EG), Kontrollgruppe (CG) und Normalfuttergruppe (NG) für den immunhistochemischen  
Nachweis von MAC-3. 
Ergebnisse
3. 5. 4 Oxidiertes Low-Density-Lipoprotein
Bei  den  erhobenen  Pathology-Scores  des  immunhistochemischen  Nachweises  von 
oxidiertem Low-Density-Lipoprotein ergab sich das Bild  der stärksten Infiltration der 
Aortenklappensegel und der höchsten Dichte positiver Zellen in der Normalfuttergruppe 
(3,88±0,30).  Die  Kontrollgruppe befand sich  bei  3,36±0,20 und die  Trainingsgruppe 
erreichte  2,70±0,30.  Ein  statistisch  signifikanter  Unterschied  bestand  zwischen  der 
Trainingsgruppe und der Normalfuttergruppe (EG: 2,70±0,30 versus NG:  3,88±0,30; 
p<0,05)
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Abb.  21: Das  Diagramm  zeigt  die  graphische  Darstellung  der  
Pathology-Scores  für  den  immunhistochemischen  Nachweis  von 
oxidiertem  LDL  im  Vergleich  der  Trainingsgruppe  (EG),  






























Abb.  22: Beispielschnitte  der  drei  Versuchsgruppen  (Trainingsgruppe  (EG),  Kontrollgruppe  (CG),  
Normalfuttergruppe  (NG))  nach  immunhistochemischem  Nachweis  von  oxidiertem  Low-Density-  
Lipoprotein.
Ergebnisse
3. 5. 5 Alkalische Phosphatase
Die Analyse der murinen Aortenklappensegel auf die Alkalische Phosphatase (ALP) 
führte zu dem über alle drei Versuchsgruppen uniformen Bild eines hohen Grades an 
Infiltration  pathologischer,  ALP-positiver  Zellen.  Der  Pathology-Score  der 
Trainingsgruppe lag bei 3,33±0,33. Die Kontrollgruppe erreichte 3,25±0,25 und in der 
Normalfuttergruppe  wurde  ein  Punktwert  von  3,44±0,24  ermittelt.  Signifikante 
Unterschiede zwischen den drei Gruppen bestanden nicht. Abb. 23 zeigt repräsentative 
Aortenklappensegelquerschnitte.
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Abb. 23: Graphische Gegenüberstellung der Ergebnisse der 
Erhebung  der  Pathology-Scores  basierend  auf  den 
immunhistochemischen  Färbungen  auf  Alkalische 























Abb.  24: Repräsentative  histologische  Schnitte  der  Versuchsgruppen  Trainingsgruppe  (EG),  
Kontrollgruppe  (CG)  und  Normalfuttergruppe  (NG) für  den  immunhistochemischen  Nachweis  von 
Alkalischer Phosphatase 
Ergebnisse
3. 5. 6 Osteopontin
Die Erfassung Osteopontin-positiver Areale führte zu dem Ergebnis, vergleichbar hoher 
Dichte derselben zwischen den drei Versuchsgruppen. Die Pathology-Scores betrugen 
bei  der  Trainingsgruppe  3,00±0,33,  bei  der  Kontrollgruppe  3,20±0,20  und  bei  der 
Normalfuttergruppe  3,00±0,24.  Statistisch  signifikante  Unterschiede  zwischen  den 
Versuchsgruppen bestanden nicht. Beispiele zeigt Abb. 25.
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Abb.  26: Die  Abbildung  zeigt  repräsentative  histologische  Schnitte  der  Trainingsgruppe  (EG),  
Kontrollgruppe (CG) und Normalfuttergruppe (NG) - immunhistochemisch gefärbt auf Osteopontin.
Abb.  25: Graphische Darstellung des Vergleiches der Pathology-
Scores  des  Osteopontinnachweises  der  Trainingsgruppe  (EG), 



























3. 5. 7 Osteoprotegerin
Der  immunhistochemische  Nachweis  von Osteoprotegerin  wurde  mittels  Pathology-
Score  semiquantitativ  ausgewertet.  Dabei  zeigte  sich  das  über  die  drei 
Versuchsgruppen  homogene  Bild  eines  hohen  Grades  an  Expression  von 
Osteoprotegerin. Statistisch signifikante Unterschiede bestanden nicht.  Im Einzelnen 
erreichte  die  Trainingsgruppe  2,78±0,22,  die  Kontrollgruppe  3,00±0,17  und  die 
Normalfuttergruppe 2,56±0,24. Beispielbilder können der Abb. 27 entnommen werden.
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Abb.  27: Vergleich  der  Pathology-Scores  für  den 
immunhistochemischen  Nachweis  von  Osteoprotegerin der  drei  





























Abb.  28: Dargestellt  sind  Beispiele  von  histologischen  Schnitten  der  drei  Versuchsgruppen 
Trainingsgruppe  (EG),  Kontrollgruppe  (CG)  und  Normalfuttergruppe  (NG),  in  denen  Osteoprotegerin  
immunhistochemisch nachgewiesen wurde.
Ergebnisse
3. 5. 8 Angiotensin-II-Rezeptor-Typ-1
Der  immunhistochemische  Nachweis  des  Angiotensin-II-Rezeptor-Typ-1  in  den 
murinen Aortenklappensegeln führte zu dem Ergebnis einer erhöhten Expression bei 
den beiden nicht trainierten Versuchsgruppen (Kontrollgruppe, Normalfuttergruppe) im 
Vergleich  zur  Trainingsgruppe.  Die  Analyse  erfolgte  durch  den  beschriebenen 
Pathology-Score.  Im  Einzelnen  bestanden  signifikante  Unterschiede  zwischen  der 
Trainingsgruppe  und  der  Kontrollgruppe  (EG:  2,125±0,48  versus  CG:  4,125±0,35; 
p<0,01),  sowie  im  Vergleich  der  Trainingsgruppe  mit  der  Normalfuttergruppe  (EG: 
2,125±0,48  versus  NG:  4,25±0,37;  p<0,01).  Exemplarisch  illustriert  Abb.  29 
repräsentative Beispiele der drei Versuchsgruppen. 
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Abb.  29: Graphischer Vergleich der Pathology-Scores für den 
immunhistochemischen Nachweis des  Angiotensin-II-Rezeptor-
Typ-1 der  drei  Versuchsgruppen:  Trainingsgruppe  (EG),  







































Abb.  30: Exemplarische  Aortenklappensegelschnitte  nach  immunhistochemischem  Nachweis  des 
Angiotensin-II-Rezeptor-Typ-1  der  drei  Versuchsgruppen  (Trainingsgruppe  (EG),  Kontrollgruppe  (CG),  
Normalfuttergruppe  (NG)).  Die  verwendeten  Dreiecke  zeigen  Bereiche  des  stärksten  positiven 
Färbeergebnisses.
Ergebnisse
3. 6 Ergebnisse der Genexpressionsanalysen
3.6.1 α-Smooth-Muscle-Actin
Aus den isolierten Aortenklappensegeln konnten PCR-Amplifikate des  α-smActin (α-
Smooth-Muscle-Actin) gewonnen und quantifiziert werden. In der Auswertung zeigten 
sich keine statistisch signifikanten Unterschiede der  α-smActin-Expression zwischen 
den  drei  Versuchsgruppen.  Die  Trainingsgruppe  erreichte  einen  Messwert  von 
3,33±0,64(arb. units), die Kontrollgruppe befand sich bei 2,65±0,33(arb. units) und für 
die  Normalfuttergruppe  konnte  ein Messwert  von  3,13±1,26(arb.  units)  ermittelt 
werden.
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Abb.  31: Graphische  Darstellung  des  Vergleiches  der 
Ergebnisse  der  Genexpressionsanalysen  auf  murines  α-
Smooth-Muscle-Actin  (α-smActin) der  Trainingsgruppe 





























Die Auswertung der Ergebnisse der qRT-PCR für die Alkalische Phosphatase ergab ein 
heterogenes Ergebnis.  Für die Trainingsgruppe konnte der Wert von 3,63±1,30(arb. 
units)  bestimmt  werden.  Die  Aortenklappensegel  der  Kontrollgruppe  erreichten  das 
Ergebnis von 2,66±1,00(arb. units). Stark von den restlichen beiden Versuchsgruppen 
abweichend zeigte sich das Resultat der Normalfuttergruppe mit 0,03±0,03(arb. units). 
Dieses  stark  erniedrigte  Ergebnis  der  Normalfuttergruppe  wurde  in  der 
immunhistochemischen  Färbung  der  Alkalischen  Phosphatase  nicht  reproduziert. 
Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den drei Gruppen bestanden nicht.
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Abb.  32: Vergleich  der  Ergebnisse  der 
Genexpressionsanalyse  der  murinen  Alkalischen 
Phosphatase für die Trainingsgruppe (EG), Kontrollgruppe 



























Aus den isolierten Aortenklappensegeln konnten PCR-Amplifikate des mBMP-2 (Bone-
Morphogenetic-Protein-2)  gewonnen  und  quantifiziert  werden.  In  der  Auswertung 
zeigten  sich  keine  statistisch  signifikanten  Unterschiede  der  mBMP-2-Expression 
zwischen den drei  Versuchsgruppen.  Die Trainingsgruppe erreichte einen Messwert 
von 22,65±4,42(arb. units), die Kontrollgruppe befand sich bei 17,29±4,82(arb. units) 
und  für  die  Normalfuttergruppe  konnte  ein  Ergebnis  von  20,50±10,66(arb.  units) 
ermittelt werden.
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Abb.  33: Graphische  Darstellung  des  Vergleiches  der 
Ergebnisse der Genexpressionsanalysen auf murines  BMP-2 
(Bone-Morphogenetic-Protein-2) der  Trainingsgruppe  (EG),  





























Die Serumkonzentration des anti-atherosklerotischen, negative Akute-Phase-Proteins 
Fetuin-A konnte mittels ELISA bestimmt werden. Im Ergebnis fallen keine signifikanten 
Unterschiede  zwischen  den  drei  Versuchsgruppen  auf.  Im  Einzelnen  lag  die 
durchschnittliche Fetuin-A-Konzentration bei der Trainingsgruppe bei 121,0±13,2μg/ml, 
der  Kontrollgruppe  bei  106,7±14,0μg/ml  und  der  Normalfuttergruppe  bei 
98,1±8,9μg/ml.
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Abb.  34: Zur Darstellung kommen die Ergebnisse der mittels  
ELISA-Verfahrens  ermittelten  Serumkonzentrationen  von 
Fetuin-A  der  drei  Versuchsgruppen:  Trainingsgruppe  (EG), 





















3. 8 Auswertung oxidativer Stress
Die  Betrachtung  der  angefertigten,  mittels  Dihydroethidium  auf  oxidative  Aktivität 
gefärbten  Aortenklappensegel  führte  zu  dem  Ergebnis  ähnlich  starkem  oxidativen 
Stresses in den Aortenklappensegeln.  Die Klappensegel aller  drei  Versuchsgruppen 
zeigten eine starke rote Fluoreszenz, die in ihrer Intensität mit dem Grad an oxidativem 
Stress korreliert, sodass von einem hohen Grad des Vorhandenseins von oxidativem 
Stress ausgegangen werden kann.
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Abb.  35: Die  Abbildungen  demonstrieren  repräsentative  Aortenklappensegelschnitte,  die  mittels  
Dihydroethidium intensitätsäquivalente Fluoreszenz zeigen. Die dargestellten Dreiecke sind zur besseren 




Ziel dieser Arbeit war es Effekte körperlichen Trainings auf den Verlauf einer bereits 
präexistenten  Aortenklappensklerose  (Sekundärprävention)  auf  funktioneller,  sowie 
histomorphologischer  Ebene  zu  evaluieren.  Diese  Arbeit  zeigt  erstmals  die 
Auswirkungen  von  körperlichem  Training,  als  Sekundärprävention,  auf  den  Verlauf 
einer vorhandenen Aortenklappensklerose im Tiermodell.
Die gewonnenen Ergebnisse führen zu folgenden Kernaussagen:
• Eine  einmal  initiierte  Aortenklappensklerose  muss  in  dem  beobachteten 
Zeitraum (16 Wochen)  als  progredienter  Prozess angenommen werden,  bei 
dem körperliches Training höchstens eine Milderung des Anstiegs funktioneller 
Verlaufsparameter bewirkt. 
• Histomorphologisch  muss  von  einem  konservierten  Prozess  ausgegangen 
werden, dessen Modulation durch die multifaktorielle Intervention körperlicher 
Aktivität nur marginale Effekte zeigt.
• Die  immunhistochemischen  Analysen  bestätigten  das  Bild  eines  durch 
körperliches Training nicht  modifizierbaren Prozesses.  Eine Ausnahme bildet 
zum  einen  der  Gehalt  an  oxidiertem  LDL,  der  auf  hohem  Niveau  einen 
Unterschied zeigte und zum anderen die Analyse des Angiotensin-II-Rezeptor-
Typ-1, dessen Expression durch körperliche Aktivität stark verringert wurde.
• Die  Analyse  der  Endothelzellschicht  führte  zu  der  Erkenntnis,  dass  sowohl 
körperliches  Training  als  auch  eine  Umstellung  der  Ernährung  zu  keiner 
Beeinflussung des endothelzellbedeckten Anteils der Aortenklappensegel führt.
• Die  Genexpressions-  und  immunhistochemischen  Analysen  zeigten  keine 
Beeinflussung der Expression der Inhibitoren der Kalzifizierung. 
Im weiteren Verlauf sollen diese Aussagen diskutiert werden.
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Diskussion
4. 1 Auswirkungen auf die Aortenklappensklerose
In  mehreren  Studien  konnte  bereits  gezeigt  werden,  dass 
Aortenklappensegelverdickungen  in  Form  einer  Aortenklappensklerose  bei  LDLR-/-- 
(Aikawa et al. 2007) und ApoE-/--Mäusen (Drolet et al. 2006) durch atherogenes Futter 
induziert werden können. 
Die  optimale  Methode  zur  Erfassung  von  potentiellen  Therapieeffekten  auf  die 
kalzifizierende Aortenklappenerkrankung ist nach Otto (2008) die direkte Beobachtung 
der  Gewebeveränderungen  in  den  Aortenklappensegeln.  Entsprechend  dieses 
Anspruches  wurden  Werte  für  die  gemittelten  Durchmesser  der  drei 
Aortenklappensegel  bestimmt.  Dabei  waren  keine  statistisch  signifikanten 
Unterschiede  zwischen  den  drei  Versuchsgruppen  nach  36-wöchiger  Lebenszeit 
feststellbar.  Entsprechend  konnte  über  den  Verlauf  von  16  Wochen  sowohl  durch 
regelmäßiges körperliches Training, als auch durch Umstellung der Ernährung keine 
Abschwächung  des  Prozesses  der  kontinuierlichen  Verdickung  der  Klappensegel 
erreicht werden. Im Vergleich mit Ergebnissen der Arbeit von Matsumoto et al. (2010), 
die  zeigen  konnten,  dass  körperliche  Aktivität  im  Ansatz  der  Primärprävention  bei 
LDLR-/--Mäusen  die  Ausbildung  einer  Aortenklappensklerose  verhindert,  kann  die 
gleiche Intervention eine bereits bestehende Aortenklappensklerose in ihrem Progress 
nicht verhindern oder abschwächen. Der in Kap. 3. 4 dargestellte Vergleich mit Daten 
von Matsumoto et al. (2010) und damit zeitliche Verlauf der Klappensegeldurchmesser 
als Ausdruck der Aortenklappensklerose zeigt,  dass trotz der Intervention von einer 
Progression  der  Aortenklappensklerose  ausgegangen  werden  muss.  Dieses 
Voranschreiten  der  pathologischen  Verdickung  konnte  weder  durch  körperliches 
Training noch durch eine Umstellung der  Ernährung verhindert  oder  abgeschwächt 
werden.
Mehrere Autoren benannten bereits das Krankheitsstadium der Aortenklappensklerose 
als geeignetes Intervall für eine potentielle Intervention (Lee et al. 2005; Rajamannan 
2009), speziell wurde diese Hypothese für lipidsenkende Therapieansätze untersucht 
(Antonini-Canterin  2008,  Miller  et  al.  2009).  Im Stadium der  Aortenklappensklerose 
könnte zum einen der Progress zur mit erhöhter Morbidität und Mortalität behafteten 
Aortenklappenstenose  verhindert,  als  auch  die  per  se  existente  höhere  Rate  an 
assoziierten  kardiovaskulären  Ereignissen  reduziert  werden  (Lee  et  al.  2005).  Die 
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit verdichten diese Annahme auf die Aussage, eine 
wirkungsvolle  Intervention  durch  körperliche  Aktivität  ist  nach  bereits  erfolgter 
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Initiierung  der  Aortenklappensklerose  nicht  über  den  Zeitraum von  16  Wochen  bei 
LDLR-/--Mäusen  zu  erreichen.  Als  mögliche  Erklärung  für  die  ausbleibende 
Beeinflussung der Aortenklappensegeldicke, als Korrelat des Ausmaßes der Sklerose, 
wäre anzuführen, dass der Zeitraum der Intervention von 16 Wochen zu kurz ist um 
einmal  initiierte  pathologische  Prozesse  und  Signalwege  zu  modulieren.  Hingegen 
zeigte  Matsumoto  et  al.  (2010),  dass  körperliches  Training  die  ursprüngliche 
Ausbildung und damit Initiation der Aortenklappensklerose verhindern kann und somit 
die  Entwicklung  pathologischer  valvulosklerotischer  Prozesse  in  LDLR-/--Mäusen 
unterbleibt.
4. 2 Effekte auf die Endothelzellschicht
Dem Endothel wird in der Pathogenese der kalzifizierenden Aortenklappenerkrankung 
eine zentrale  Rolle  zugesprochen (Simmons 2009).  Es bestehen Parallelen zu der 
Funktion des Endothels in Gefäßen. Demnach wird der Tonus der glatten Muskelzellen, 
sowie  die  Compliance  in  Gefäßen  maßgeblich  durch  endotheliale  Mediatoren,  wie 
Endothelin-1  und  Stickstoffmonoxid  bestimmt.  El-Hamamsy et  al.  (2009)  gelang es 
ähnliche Zusammenhänge für die Endothelzellschicht der Aortenklappe zu etablieren. 
Wobei gezeigt werden konnte, dass die vasoaktiven Substanzen Stickstoffmonoxid und 
Endothelin-1  die  mechanischen  Eigenschaften  der  Aortenklappensegel  regulieren, 
indem  sie  modulierend  in  das  kontraktile  Potential  von  'Valve  Interstitial  Cells' 
eingreifen und somit  die Formsteifigkeit  des Klappensegels  an variable  Druck-  und 
Zugbelastungen anpassen.  Der Grad der Festigkeit  der Klappe bestimmt wiederum 
nach Yip et  al.  (2009)  das Ausmaß der  Kalzifizierung.  Laut  Simmons et  al.  (2009) 
könnte die Reduktion der Endothelzellschicht mit einem funktionellen und strukturellen 
Schaden  der  Klappensegel  assoziiert  sein,  der  zu  einem  Fortschreiten  der 
pathologischen  Veränderungen  und  damit  des  Krankheitsbildes  der  kalzifizierenden 
Aortenklappenerkrankung  führt.  Entsprechend  dieser  Annahme konnte  auch  in  der 
vorliegenden  Arbeit  gezeigt  werden,  dass  ein  über  die  drei  Versuchsgruppen 
vergleichbarer  Endothelzellschichtdefekt  besteht  und  dieser  mit  strukturellen  und 
pathologischen Veränderungen in den Klappensegeln verbunden ist. Durch Arishiro et 
al.  (2007)  konnten  Ergebnisse  gewonnen  werden,  die  belegen,  dass  der  AT1-
Antagonist Olmesartan bei Kaninchen mit einer Hypercholesteriämie eine Bewahrung 
der  Endothelzellschicht  der  Aortenklappensegel  bewirkt.  Entsprechende  Ergebnisse 
wurden in der vorliegenden Studie nicht gewonnen, da über den Interventionszeitraum 
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von  16 Wochen  keine  Unterschiede  im Grad  der  Intaktheit  der  Endothelzellschicht 
zwischen  den  drei  Gruppen  festgestellt  werden  konnten  und  somit  unter  dem 
Paradigma einer progressiv fortschreitenden Erkrankung davon ausgegangen werden 
muss,  dass  körperliches Training zu keiner  Bewahrung  der  Endothelzellschicht  der 
Aortenklappen führt. Matsumoto et al. (2010) führten in ihrer Arbeit mit dem Ziel der 
Primärprävention  durch  körperliche  Aktivität  bei  LDLR-/--Mäusen  die  Verhinderung 
eines pathologischen Remodelings in den Aortenklappensegeln auf  den strukturellen 
Erhalt der Endothelzellschicht zurück. Aikawa et al. (2007) offerieren noch eine weitere 
Theorie zu der Beteiligung des Endothels  in  der Pathogenese.  Sie vermuten,  dass 
mechanische Krafteinwirkung und oxidierte Lipide zu einer Aktivierung des Endothels 
führt,  wodurch  Monozyten  und  Makrophagen  verstärkt  in  das  Klappengewebe 
gelangen.  Die  aktivierten  Makrophagen  produzieren  nach  dieser  Theorie  ihrerseits 
inflammatorische  Zytokine,  Wachstumsfaktoren  und  Proteasen  der  extrazellulären 
Matrix.  Diese Proteasen bewirken ein Remodeling des Klappengewebes und führen 
somit  zu  veränderten  mechanischen  Eigenschaften  und  einer  Dysfunktion  der 
Klappensegel,  wodurch  vermehrt  Entzündungsreaktionen  und  Differenzierung  von 
Fibroblasten  in  Myofibroblasten  und  abschließend  osteoblastenähnliche  Zellen  mit 
Aktivierung  des  proosteogenetischen  Runx2/Cbfa1-Pathways  ablaufen  könnten.  Die 
Aktivierung molekularer Pathways führt letztlich zu Mineralisierung und Kalzifizierung.
4. 3 Effekte auf den Grad der Klappenfibrose
Native  Herzklappensegel  bestehen  zum  Großteil  aus  'Valve  Interstitial  Cells',  als 
vorherrschenden  Zelltyp  (Rajamannan  2009).  Bei  der  kalzifizierenden 
Aortenklappenerkrankung kommt es zur  Aktivierung der  'Valve Interstitial  Cells'  und 
anschließenden  Differenzierung  in  Myofibroblasten,  die  α-Smooth-Muscle-Actin  (α-
SMA) und Osteoblastenmarker (Osteopontin, Bone Sialoprotein) exprimieren (Benton 
et al. 2009; Rajamannan 2009; Rajamannan et al. 2003).  Benton et el. (2009) gelang 
darüber  hinaus  die  Etablierung  eines  Zusammenhanges  zwischen  einer 
Überexpression  von  α-SMA  und  damit  assoziierter  Kalzifizierungs-  und 
Kontrahierungstendenz  der  'Valve  Interstitial  Cells'.  Durch  siRNA (small  interfering 
RNA)  gegen  α-SMA  konnten  sie  eine  dementsprechende  Stimulation  der  'Valve 
Interstitial  Cells'  verhindern,  sodass  α-SMA  eine  direkte  Beteiligung  an  dem 
Kalzifizierungsprozess  zugesprochen  werden  kann.  Der  immunhistochemische 
Nachweis  und  die  α-SMA messenger-RNA-Expression  waren  ebenfalls  Teil  dieser 
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Arbeit. Die über die drei Versuchsgruppen hohen Ergebnisse der Immunhistochemie, 
konnten  durch  die  quantitative  Real-Time  Polymerase-Kettenreaktion  auf  α-SMA 
messenger-RNA aus den murinen Aortenklappensegeln bestätigt werden. Die hohen 
Messergebnisse zeichnen das Bild einer bereits erfolgten Differenzierung der 'Valve 
Interstitial  Cells'  in  Myofibroblasten  und  damit  einhergehender  pathologischen 
Initiierung der valvulären Läsion. Eine Intervention durch körperliche Aktivität (EG) oder 
Ernährungsumstellung (NG)  im experimentellen  Ansatz  der  Sekundärprävention  hat 
folglich  keinen Einfluss  auf  exprimierte  α-SMA messenger-RNA oder  die  Anzahl  α-
SMA-positiver  Zellen  (Myofibroblasten).  Diese  Ergebnisse  unterstreichen  die 
Irreversibiltät  des  Krankheitsprozesses  bei  vorhandener  Initialläsion 
(Sekundärprävention). Matsumoto et al. (2010) konnten im experimentellen Ansatz der 
Primärprävention hingegen positive Effekte körperlichen Trainings auf die Expression 
von  α-SMA messenger-RNA und die Anzahl  α-SMA-positiver Zellen zeigen.
4. 4 Lipoproteinablagerung und Entzündungszeichen
Aikawa et al. (2007) bestätigen eine frühere Hypothese von O'Brien et al. (2006), nach 
der mechanische Krafteinwirkung und oxidierte Lipide eine Aktivierung des Endothels 
bewirken, wodurch eine Monozyten- und Makrophageninfiltration angeregt wird. Olsson 
et  al.  (1999)  beobachteten  oxidierte  Low-Density-Lipoproteine  in  humanen 
explantierten  Aortenklappen,  die  räumlich  mit  Makrophagen  und  T-Lymphozyten 
kolokalisiert waren. Mohty et al. (2008) beschreiben einen Zusammenhang zwischen in 
humanen  Aortenklappensegeln  befindlichen,  oxidiertem  LDL  und  der  damit 
verbundenen Makrophageninfiltration. Eine Erhebung durch Weiss et al. (2006) konnte 
die  Beteiligung  von  oxidativem  Stress  an  der  Pathogenese  der  kalzifizierenden 
Aortenklappenerkrankung bei Mäusen zeigen. Die reaktiven Sauerstoffspezies, die zur 
Erhöhung des oxidativen Stresses führen, werden durch BMP-2, Cbfa-1 und alkalische 
Phosphatase in ihrer Produktion beeinflusst (Johnson et al. 2006; Mody et al. 2001). 
Nach  Liberman  et  al.  (2008)  werden  reaktive  Sauerstoffspezies  vermehrt  in 
kalzifizierenden  Regionen  gefunden  und  fördern  den  Kalzifizierungsprozess.  Davon 
unabhängig  beobachteten  sie  ein  ehöhtes  DHE-Floureszenzsignal 
(Superoxiddetektion) in der Umgebung von Makrophagen.  Miller  et  al.  (2008)führen 
den erhöhten oxidativen Stress in  pathologisch veränderten Aortenklappen auf  eine 
Reduktion der Aktivität und Expression antioxidativer Enzyme zurück. Mehrere dieser 
bereits  in  ihrer  Interaktion  und  Auswirkung  vorgestellten  Bestandteile  des 
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Makrophageninfiltrations-  und  Lipidaufnahmeprozesses  wurden  in  Form  der 
Immunhistochemie  auf  MAC-3  (Makrophagen)  und  oxLDL (oxidiertes  Low-Density- 
Lipoprotein), sowie der Floureszenzfärbung mit Dihydroethidium (oxidativer Stress) in 
der vorliegenden Arbeit ermittelt. Die Dichte der Makrophageninfiltration konnte dabei 
durch  körperliches  Training  in  der  Sekundärprävention  nicht  signifikant  verändert 
werden; auch die Intervention der Nahrungsumstellung (NG) zeigte keine statistisch 
signifikanten Effekte im Vergleich mit der Kontrollgruppe. In einer Untersuchung über 
den  Einfluss  einer  medikamentösen  Statintherapie  auf  eine  bereits  etablierte 
Aortenklappensklerose (Sekundärprävention)  bei  Kaninchen konnten Hamilton et  al. 
(2011) demonstrieren, dass zwar der Lipidgehalt der Aortenklappensegel unverändert 
blieb,  allerdings  der  Enzündungsprozess  mit  den  histologischen  Markern  der 
Makrophagen-  und  T-Zell-Dichte  durch  die  pleiotropen  Effekte  der  Statintherapie 
wesentlich verringert wurde. Ähnliche Effekte konnten in der vorliegenden Studie nicht 
erzielt werden, obwohl körperliche Aktivität ebenfalls multiple Wirkprinzipien besitzt und 
in  der  Primärprävention  durch  körperliches  Training  (Matsumoto  et  al.  2010)  bei 
LDLR-/--Mäusen  eine  Erniedrigung  des  Grades  an  Makrophageninfiltration  erzielt 
werden konnte.
Der  immunhistochemische  Nachweis  von  oxidiertem LDL (oxLDL),  als  Korrelat  der 
Lipidablagerung  in  den  murinen  Aortenklappensegeln,  führte  zu  dem  Ergebnis  auf 
hohem Niveau signifikant niedrigerer Messwerte in der Trainingsgruppe im Vergleich 
mit  der  Normalfuttergruppe.  Dieses  Ergebnis  verwundert,  da  bezüglich  des 
Initiierungsstadiums  der  Aortenklappensklerose  (Grad  der  Intaktheit  der 
Endothelzellschicht,  Makrophageninfiltration,  Grad  der  Expression  von 
Myofibroblastenmarkern  (α-Smooth-Muscle-Actin))  keine  statistisch  signifikanten 
Unterschiede  zwischen  den  drei  Versuchsgruppen  gefunden  werden  konnten,  die 
Infiltration oxidierter Lipide allerdings integraler Bestandteil dieses Prozesses ist. 
Der nicht-quantifizierte Vergleich des mittels Dihydroethidium dargestellten oxidativen 
Stresses  in  den  Aortenklappensegeln  zeigte  ähnlich  intensive  Floureszenz  in  den 
Proben der drei Versuchsgruppen. Matsumoto et al. (2010) erzielten durch körperliches 
Training von LDLR-/--Mäusen in der Absicht der Primärprävention eine niedrige Dichte 
von oxidiertem LDL in den Aortenklappensegeln und eine geringe DHE-Floureszenz als 
Ausdruck  geringem  oxidativen  Stresses.  Bei  Tieren,  die  diese  Intervention  nicht 
erhielten,  waren  sowohl  der  oxidative  Stress,  als  auch  die  Menge  an 
immunhistochemisch nachgewiesenem oxidiertem LDL erhöht. 
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4. 5 Effekte  auf osteogenetische Prozesse
Die Kalzifizierung und Osteogenese müssen als  klinisch und pathologisch evidente 
Endstrecke der kalzifizierenden Aortenklappenerkrankung angesehen werden. Bisher 
besteht,  wie  bei  der  Atherosklerose,  keine  wirkungsvolle  Interventionsmöglichkeit, 
kalzifizierte  Areale  zu  dekalzifizieren  und  den  ursprünglichen  Zustand  wieder 
herzustellen.  Primäres  Ziel  einer  Intervention  sollte  daher  die  Verhinderung  der 
Ausbildung  einer  Kalzifizierung  sein,  wobei  sich  durch  das  Postulat  eines  aktiven, 
daher  modifizierbaren,  Kalzifizierungs-  als  auch  Krankheitsprozesses  neue 
Möglichkeiten  der  Intervention  aufzeigen  (O'Brien  et  al.  1995;  Mohler  et  al.  2001). 
Inhibitorische Effekte auf die Gefäßkalzifizierung konnten sowohl bei Menschen,  als 
auch bei Ratten durch körperliche Aktivität erreicht werden (Wilund et al. 2008; Park et 
al. 2008). 
Alkalische  Phosphatase  und  Osteopontin  sind  etablierte  und  mit  Kalzifizierung 
assoziierte  Marker  (Rajamannan et  al.  2003)  und  waren  auch  Gegenstand  der 
vorliegenden Erhebung. Die dabei gewonnenen Ergebnisse zeigen für Osteopontin das 
zwischen  den  drei  Gruppen  indifferente  Bild  eines  hohen  Grades  an 
immunhistochemisch positiv gefärbten Arealen. Das gewonnene Ergebnis spricht für 
einen aktiven, fortbestehenden Kalzifizierungsprozess, da nach O'Brien et al. (1995) 
Osteopontin  sowohl  in  Gebieten  des  Knochenaufbaus,  als  auch  in  kalzifiziertem 
Gefäßgewebe  vorhanden  ist.  Der  immunhistochemische  Nachweis  der  alkalischen 
Phosphatase  zeigte  das  Ergebnis  über  die  drei  Versuchsgruppen  konstant  hoher 
Nachweisdichte.  Kaden  et  al.  (2004)  bezeichnen  die  Rolle  der  Alkalischen 
Phosphatase  als  essenziell  für  die  Knochenmineralisierung.  Die 
Genexpressionsanalyse mittels quantitativer Real-Time Polymerase-Kettenreaktion auf 
messenger-RNA der Alkalischen Phosphatase aus den Aortenklappensegeln zeigte in 
der  Multivarianzanalyse der  drei  Gruppen einen positiven Trend.  Allerdings sind im 
Vergleich der Kontrollgruppe mit der Trainingsgruppe keine signifikanten Unterschiede 
in der Genexpression der Alkalischen Phosphatase nachweisbar, sodass auch dieser 
zweite Marker als Indiz für einen weiter ablaufenden Kalzifizierungsprozess gedeutet 
werden muss, der durch körperliches Training mit  dem Ziel der Sekundärprävention 
nicht über einen Zeitraum von 16 Wochen beeinflusst werden kann. Rajamannan et al. 
(2002) gelang durch Atorvastatin eine Abschwächung der Expression von Osteopontin 
und Alkalischer Phosphatase in Aortenklappensegeln des Kaninchens. 2005 konnten 
Rajamannan et al. zusätzlich eine, computertomographisch gemessene, verminderte 
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Kalzifizierung bei Kaninchen unter Atorvastatintherapie zeigen. In der Primärprävention 
der  Aortenklappensklerose  bei  LDLR-/--Mäusen,  vor  dem  Hintergrund  einer 
Hypercholesteriämie  war  es  bei  Matsumoto  et  al.  (2010)  im  Vergleich  einer 
Versuchsgruppe, die körperlichem Training unterzogen wurde, und einer anderen, die 
diese Intervention nicht erhalten hatte, zu signifikanten Unterschieden in der Anzahl 
ALP-positiver Zellen gekommen. Daher kann von einem Effekt der Primärprävention 
bei  LDLR-/--Mäusen  auf  den  Gehalt  des  Osteogenesemarkers  ALP  ausgegangen 
werden, der in der Sekundärprävention nicht mehr fortbesteht. Als mögliche Erklärung 
wäre  es  denkbar,  dass  zum  einen  einmal  initiierte  pathologische 
Kalzifizierungsprozesse  über  einen  Zeitraum  von  16  Wochen  nicht  wieder  in  ihrer 
Expression verlangsamt werden können,  da dieses biologische System zu träge in 
seiner zeitlichen Anpassung ist, oder aber eine Beeinflussung nicht mehr möglich ist. 
Bei Matsumoto et al. (2010) konnte nach einem Zeitraum von 16 Wochen noch kein 
erhöhter  Gehalt  an  Osteopontin  festgestellt  werden,  sodass  möglicherweise  dieses 
Knochenmatrixprotein  erst  nach  mehr  als  16  Wochen  zur  vollen  Expression  bei 
LDLR-/--Mäusen kommt, wie diese in der vorliegenden Arbeit zur Sekundärprävention 
gezeigt werden konnte.
Bone morphogenetic protein-2a (BMP-2a) konnte eine Beteiligung an der Knochen- 
und  Gefäßkalzifizierung  nachgewiesen  werden  und  reguliert  die 
Osteoblastendifferenzierung  (Boström et  al.  1993).  Als  Teil  der  vorliegenden  Arbeit 
wurden  Genexpressionsanalysen  auf  BMP-2  messenger-RNA  aus  den  murinen 
Aortenklappensegeln angefertigt. Im Ergebnis konnten vergleichbar hohe Niveaus der 
Genexpression  zwischen  den  drei  Versuchsgruppen  beobachtet  werden.  Nach 
Johnson  et  al.  (2006)  ist  oxidativer  Stress  für  die  vermehrte  Expression  von 
proosteogenetischen Genen (BMP-2, Runx-2) verantwortich. Seya et al. (2011) zeigten 
bei  Ratten  eine  altersabhängige  Neigung  der  'Valve  Interstitial  Cells'  (VIC)  zur 
spontanen Kalzifizierung.  Die  Genexpression von BMP-2 und ALP waren  in  dieser 
Studie  bei  den  älteren  Tieren  signifikant  höher  als  bei  den  jüngeren.  Außerdem 
reguliert  BMP-2  die  ALP-Expression  über  Smad-  (Towler  et  al.  2006) und  Wnt-
Signalwege  (Franceschi  et  al.  2003),  sodass  in  der  vorliegenden  Studie  erhöhte 
Messwerte  der  Immunhistochemie  für  ALP und  qRT-PCR für  ALP messenger-RNA 
ebenfalls  zum Teil  auf  eine  Erhöhung  der  Expression  von  BMP-2  messenger-RNA 
zurückgeführt werden können.
Ursprünglich  wurde  die  Rolle  des  Osteoprotegerins  als  Inhibitor  der  Kalzifizierung 
durch OPG-/--Mäuse vermutet, da diese Tiere eine verstärkte Kalzifizierung der Aorta 
75
Diskussion
und  der  Nierenarterien  zeigten  (Bucay  et  al.  1998).  Osteoprotegerin  spielt  nach 
Pohjolainen et al. (2008)  eine wichtige Rolle für den Knochenumbau, gehört zu den 
Tumor-Necrosis-Factor-Proteinen  und  konnte  in  atherosklerotischen  Läsionen  von 
Mäusen  und  Menschen  nachgewiesen  werden. Mit  Fortschreiten  des  zeitlichen 
Verlaufes  des  Krankheitsprozesses  konnte  ein  Anstieg  der  Genexpression  von 
Osteoprotegerin mittels Polymerase-Kettenreaktion bei humanen Aortenklappensegeln 
festgestellt  werden (Pohjolainen et  al.  2008).  In  Opposition  zu  diesen Ergebnissen 
stehen Resultate von Kaden et al. (2004), nach denen ein inverser Zusammenhang 
zwischen dem Grad der Kalzifizierung der Klappen und der immunhistochemisch und 
mittels Western Blot nachgewiesenen Menge an OPG besteht. Steinmetz et al. (2008) 
zeigten,  dass  sowohl  sklerotische,  als  auch  stenotische  humane  Aortenklappen 
Osteoprotegerin  enthalten,  allerdings  stenotische  Aortenklappen  im  Vergleich 
signifikant  weniger.  Ergebnisse  der  vorliegenden  Arbeit  fügen  sich  in  das  Bild  der 
letztgenannten  beiden  Studien,  da  Osteoprotegerin  in  allen  drei  Versuchsgruppen 
vergleichbar stark vorhanden war und das im Krankheitsprozess frühe Stadium der 
Aortenklappensklerose untersucht wurde. Eine Gegenüberstellung der Ergebnisse der 
vorliegenden Studie mit der Primärprävention durch Matsumoto et al. (2010), in der die 
LDLR-/--Mäuse mit Hypercholesteriämie ohne Training stark erniedrigte Messwerte für 
Osteoprotegerin  und  die  Tiere  mit  Training  erhöhte  Osteoprotegerin-Ergebnisse 
aufzeigten, gelingt nur eingeschränkt, da keine Erklärung für den im zeitlichen Verlauf 
ansteigenden  Osteoprotegerin-Gehalt  in  der  Versuchsgruppe ohne Training offeriert 
werden kann.
Fetuin-A ist  ein  Inhibitor  der  Kalzifizierung,  der  im  Gegensatz  zu  Osteopontin  und 
Osteoprotegerin nicht in der Gefäßwand, sondern primär im Blut zirkulierend vorkommt 
(Johnson  et  al.  2006).  Fetuin-A  inhibiert  die  de-nove  Bildung  von 
Hydroxyapatitkristallen,  hat  jedoch  keinen  Einfluss  auf  bereits  bestehende  Kristalle 
(Heiss  et  al.  2003).  Ix  et  al.  (2007)  demonstrierten,  dass  bei  Patienten  mit 
Koronaratherosklerose  hohe  Serum-Fetuin-A-Konzentrationen  mit  verminderter 
Inzidenz  von  Mitralklappenkalzifizierung  und  bei  Nicht-Diabetikern  ebenfalls 
verminderter  Aortenklappenkalzifizierung  assoziiert  war.  Die  Ergebnisse  der 
vorliegenden  Arbeit  ergeben  das  Bild  der  höchsten  durchschnittlichen  Fetuin-A-
Konzentration  bei  der  Trainingsgruppe,  allerdings  ohne  signifikante  Unterschiede 
zwischen  den  drei  Versuchsgruppen.  Matsumoto  et  al.  (2010)  konnten  mit  dem 
experimentellen  Ansatz  der  Primärprävention  der  Aortenklappensklerose  eine 
signifikant  höhere  Fetuin-A-Konzentration  bei   LDLR-/--Mäusen,  die  körperliches 
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Training erhalten hatten im Vergleich mit  Tieren,  bei denen diese Intervention nicht 
erfolgt ist, zeigen.
Die  in  der  vorliegenden  Arbeit  gewonnenen  Resultate  bezüglich 
kalzifizierungsrelevanter  Marker  widerlegen  die  Hypothese  eines  in  der 
Sekundärprävention durch körperliche Aktivität bei LDLR-/--Mäusen zu mildernden oder 
reversibel  zu gestaltenden  Kalzifizierungsprozesses.  Zum einen die Ergebnisse der 
Immunhistochemie für Osteopontin, Alkalische Phosphatase und Osteoprotegerin und 
zum  anderen  Genexpressionsanalysen  der  Aortenklappensegel,  sowie  die 
Serumanalyse des Fetuin-A sind uniform in ihrem Ergebnis eines zwischen den drei 
Versuchsgruppen  vergleichbarem  Expressions-  und  Konzentrationsniveaus.  Als 
mögliche Erklärung könnte der in Kap. 4. 2 aufgezeigte Zusammenhang zwischen dem 
Grad  der  Intaktheit  der  Endothelzellschicht   und  dem  Ausmaß  der  Kalzifizierung 
dienen.  Entsprechend wäre nach Initiierung der pathologischen Kaskade durch den 
Endothelschichtdefekt  eine  isolierte  Modifikation  des Kalzifizierungsprozesses  durch 
körperliches  Training  nicht  möglich,  sondern  würde  möglicherweise  eine 
Wiederherstellung der Endothelzellschicht zur Voraussetzung haben. 
4. 6 Körpergewicht und Serumcholesterolkonzentration
Das Körpergewicht der Tiere der Trainingsgruppe (36 Wochen) zeigt im Vergleich zum 
durchschnittlichen  Körpergewicht  aller  Tiere  zum  Zeitpunkt  20  Wochen  keinen 
signifikanten  Unterschied,  wohingegen  die  Tiere  der  Kontrollgruppe  (36  Wochen) 
signifikant schwerer im Vergleich mit dem Körpergewicht aller Tiere zum Zeitpunkt '20 
Wochen'  waren.  Die  Mäuse  der  Normalfuttergruppe  (36  Wochen)  waren  ebenfalls 
signifikant leichter,  als ihre Artgenossen in der Kontrollgruppe (36 Wochen). Daraus 
lässt  sich  deuten,  dass  das  körperliche  Training  einen  Einfluss  auf  den 
Gesamtorganismus hatte und dieser in seinem gewichtssenkendem Potential mit einer 
Ernährungsumstellung vergleichbar ist. Beobachtete Effekte körperlichen Trainings auf 
die murine Aortenklappe müssen somit im Kontext einer generellen konstitutionellen 
Beeinflussung des Gesamtorganismus gesehen und interpretiert werden.
Die  Unterbrechung  der  Fütterung  mit  0,15%-Cholesterolnahrung  zum Zeitpunkt  '20 
Wochen' bei der Normalfuttergruppe und anschließender Umstellung auf Normalfutter 
führte  nach  36  Wochen  zu  dem  Ergebnis  stark  erniedrigter  Serum-
Gesamtcholesterolkonzentrationen  im  Vergleich  sowohl  mit  der  Trainingsgruppe  als 
auch  der  Kontrollgruppe.  Folglich  kann  auch  die  Intervention  der 
Ernährungsumstellung laborchemisch nachgewiesen werden. 
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4. 7 Auswirkungen auf das Angiotensin-System
Als  weiteres  Element  der  Analyse  wurde  in  der  vorliegenden  Arbeit  eine 
immunhistochemische  Färbung  auf  den  Angiotensin-II-Rezeptor-Typ-1  erstellt.  Die 
dabei  gewonnenen  Ergebnisse  führen  zu  der  Erkenntnis,  dass  durch  körperliche 
Aktivität  eine  weniger  starke  Expression  des  Angiotensin-II-Rezeptor-Typ-1  in  den 
Aortenklappensegeln  erzielt  wird.  Ausgehend  von  der  durch  O'Brien  et  al.  (2002) 
gefundenen  Kolokalisation  von  LDL  mit  ACE  (Angiotensin-Converting-Enzyme)  in 
pathologisch  veränderten  Aortenklappensegeln  und  dem  in  lokaler  Nähe 
vorkommenden  Enzymprodukt  Angiotensin-II  wurde  diesen  Elementen  des  Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems eine Rolle  in  der  Pathogenese der  kalzifizierenden 
Aortenklappenerkrankung zugesprochen. Als weiterer Teil der Studie durch O'Brien et 
al.  (2002)  wurde der Angiotensin-II-Rezeptor-Typ-1 in stenotischen im Vergleich mit 
nicht-stenotischen humanen Aortenklappen stark vermehrt nachgewiesen. Aus diesen 
Beobachtungen ergaben sich neue therapeutische Ansatzpunkte. Gkizas et al. (2010) 
demonstrierten positive Effekte durch den Aldosteronantagonisten Eplerenon auf die 
pathologischen  Veränderungen  innerhalb  von  Aortenklappensegeln  bei  Kaninchen. 
Arishiro et al. (2007) behandelten Kaninchen mit dem Angiotensin-II-Rezeptor-Typ-1-
Antagonisten Olmesartan und verringerten das Vorkommen von Myofibroblasten, als 
pathologische  Komponenten  der  Aortenklappensklerose,  die  den  Angiotensin-II-
Rezeptor-Typ-1 exprimieren (O'Brien et al. 2002). Eine 2011 publizierte Arbeit von Ngo 
et  al.  gibt  Grund zu der Vermutung,  dass ACE-Inhibitoren (Ramipril)  ebenfalls  eine 
zumindest  funktionelle  Verbesserung  der  Aortenklappensklerose  in  Kaninchen 
bewirken.  In  der  Zusammenschau  kann  von  einer  Beeinflussung  der  Dichte  an 
Angiotensin-II-Rezeptor-Typ-1 in den Aortenklappensegeln durch körperliche Aktivität 
in der vorliegenden Studie ausgegangen werden. Verschiedene Elemente des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems  wurden  als  Teil  der  pathologischen  Kaskade  der 
kalzifizierenden  Aortenklappenerkrankung  identifiziert.  In  verschiedenen 
tierexperimentellen  Studien  konnte,  wie  geschildert,  eine   positive  Wirkung  durch 
pharmakologische Modulation  dieser  Elemente gezeigt  werden.  Die  Ergebnisse der 
vorliegenden Arbeit bezüglich der Rezeptorendichte des  Angiotensin-II-Rezeptor-Typ-1 
bleiben jedoch ohne registrierbare Auswirkung auf weitere gemessene Parameter der 
Aortenklappensklerose.  Folglich  kann  das  Messergebnis  nur  als  Reaktion  des 
Organismus auf die Intervention der körperlichen Aktivität interpretiert werden.
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Körperliche  Aktivität  hat  einen  positiven  Einfluss  auf  das  kardiovaskuläre  System. 
Dieser erstreckt  sich auf  die Primär-  und Sekundärprävention von kardiovaskulären 
Ereignissen, sowohl bei der Herzinsuffizienz als auch bei der Koronaratherosklerose. 
Die  kalzifizierende  Aortenklappenerkrankung  zeigt  pathophysiologische 
Gemeinsamkeiten und Parallelen im Risikofaktorenprofil  mit  der Atherosklerose. Die 
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Modifizierbarkeit  des  Erkrankungsprozesses  durch  körperliches  Training  bei  der 
Atherosklerose  führte  zu  der  Vermutung,  ebenfalls  positive  Effekte  auf  die 
Aortenklappensklerose zu erzielen. Dieses Ziel konnte im Ansatz der Primärprävention 
im Mausmodell erreicht werden und diente als Rationale für die Testung des gleichen 
Wirkprinzips auf  eine bereits  etablierte Aortenklappensklerose -  als  Zielsetzung der 
vorliegenden Arbeit. Die durchgeführte Sekundärprävention durch körperliche Aktivität 
im  Tiermodell  Maus  zeigte  Effekte  auf  den  Gesamtorganismus 
(Gewichtsanstiegsreduktion,  AT1-Rezeptorendichte),  allerdings  konnten  die 
vielversprechenden  Ergebnisse  der  Primärprävention  nicht  reproduziert  werden. 
Weiterhin ergab sich insgesamt das Bild eines konservierten Prozesses, das über den 
Interventionszeitraum von  16  Wochen  nicht  modifiziert  werden  konnte.  Durch  eine 
Methodik,  die sowohl  morphologische,  immunhistochemische,  serumanalytische und 
funktionelle Parameter sowie Genexpressionsanalysen umfasste, konnte kein Einfluss 
auf  die  Aortenklappensegeldicke  als  primären  Interventionsendpunkt  dokumentiert 
werden.  Vielmehr  geben  die  immunhistochemischen  und  Genexpressionsanalysen 
Grund zu der Annahme, dass der einmal initiierte sklerosierende Prozess innerhalb der 
Aortenklappensegel nicht mehr über den Zeitraum von 16 Wochen in LDLR-/--Mäusen 
durch  körperliches  Training  im  Sinne  einer  Abmilderung  der  kontinuierlichen 
Verdickung verändert werden kann.
In dieser Arbeit werden erstmals Effekte körperlichen Trainings auf eine präexistente 
Aortenklappensklerose  im  Tiermodell  untersucht.  Die  durchgeführte 
Sekundärprävention  durch  körperliche  Aktivität,  die  für  Patienten  mit  der  Diagnose 
Aortenklappensklerose -  als  nicht-pharmakologische und nicht-invasive  Alternative  - 
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